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ZUSAMMENFASSUNG
In der vorliegenden Arbeit sollte ein Mausmodell für ein induzierbares, autochthones Hepa-
tokarzinom etabliert werden. Dabei erfolgt die Tumorentwicklung im Gegensatz zu transplan-
tierten Tumoren, die ektopisch wachsen, autochthon, also im betroffenen Organ selbst.
Durch die induzierbare Expression eines Onkogens kann die Tumorbildung nur auf einen
kleinen Teil der Zellen dieses Organes im erwachsenen transgenen Tier begrenzt werden.
Damit wird die unphysiologische Situation herkömmlicher Onkogen-transgener Modelle ver-
mieden, in denen alle Zellen des betroffenen Organes in einer frühen Entwicklungsphase
des Tieres transformieren können. Induzierbare, autochthone Tumor-Modelle kommen daher
der sporadischen Tumorentstehung im Menschen nahe und sind deshalb essentiell für die
Evaluierung von Vakzinierungsstrategien und therapeutischen Ansätzen, die auf einer Akti-
vierung des Immunsystems beruhen.
Zu Beginn der Arbeit stand eine Reihe von transgenen Mauslinien zur Verfügung, die das
SV40 T Antigen (TAg) unter der Kontrolle des Albumin-Promotor/Enhancers exprimieren. Die
Induktion der Onkogen-Expression sollte mit Hilfe der Cre-Rekombinase entweder durch
Inversion einer mit loxP-Sequenzen flankierten, invertierten TAg-Sequenz (ATI Linien) oder
durch Deletion einer loxP-flankierten Stopp-Kassette (AST Linie) erreicht werden.
Durch Kreuzung dieser Linien mit cre-deleter Tieren, die Cre in der Keimbahn exprimieren,
wurde zunächst diejenige Linie identifiziert,
• die nach Cre-Rekombination in allen Tieren ausschließlich Lebertumoren bildete,
• bei der sich die hepatozellulären Karzinome mit gleichmäßigem Verlauf innerhalb ei-
nes experimentell sinnvollen Zeitraums von 2 bis 3 Monaten entwickelten, und
• bei der in keinem der unrekombinierten Tiere eine Tumorbildung festzustellen war.
Nur die AST Linie erfüllte diese Kriterien und wurde daher für die folgenden Induktionsversu-
che eingesetzt.
Um die Onkogen-Expression in erwachsenen AST Tieren kontrolliert induzieren zu können,
wurden Cre-kodierende Plasmide verpackt in Liposomen oder komplexiert mit polykationi-
schen Reagenzien und Cre-Adenoviren benutzt. Die Effizienz der Rekombination wurde zu-
nächst in Reportermäusen getestet, die nach Cre-Rekombination entweder Grün-
fluoreszierendes-Protein oder β–Galaktosidase exprimieren. Cre-Plasmide führten nur unzu-
verlässig zur Rekombination in der Leber von Reportermäusen. Auch in AST Tieren konnten
mit dieser Methode keine Tumoren induziert werden. Dagegen konnte durch Injektion von
Cre-Adenoviren, eine dosisabhängige Transduktion von Hepatozyten, eine Rekombination
und eine daraus resultierende Tumorbildung in AST Tieren erzielt werden. In anderen Orga-
nen konnte keine Transformation festgestellt werden.
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Aus den Toleranzstudien der Arbeitsgruppe war bekannt, das geringste Mengen eines
Transgenproduktes, die durch RT-PCR kaum nachzuweisen waren, bereits zu T Zelltoleranz
in vivo führen konnten. Es war daher wichtig, den Immunstatus der unrekombinierten AST
Tiere zu charakterisieren. Dafür standen T Zellrezeptor (TZR)-transgene Mäuse zur Verfü-
gung, die TAg Peptide präsentiert von Haupthistokompatibilitätskomplex-Antigenen der Klas-
se I bzw. II durch CD8 (TG-B) bzw. CD4 (TAgTCR1) T Zellen erkennen können. Leichte
phänotypische Veränderungen in den transgenen T Zellpopulationen von (ASTxTG-B) F1
und (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren im Vergleich zu den jeweiligen TZR einzel-transgenen Tie-
ren deuteten auf einen Kontakt mit dem Selbst-Antigen TAg hin. Allerdings konnte weder auf
mRNA-Ebene noch auf Proteinebene TAg-Expression nachgewiesen werden. In vitro konn-
ten sowohl Zellen aus (ASTxTG–B) F1 als auch (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren ebenso wie
Zellen aus TZR einzel-transgenen Tieren durch ihr spezifisches Peptid zur Proliferation an-
geregt werden. Im Gegensatz hierzu wurde ein Transplantationstumor in TAgTCR1 Tieren
abgestoßen, während AST und (ASTxTAgTCR1) F1 Tiere tolerant gegenüber diesem Tumor
waren. Durch Immunisierung von (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren vor Tumorapplikation konnte
diese Toleranz zum Teil gebrochen werden, da das Tumorwachstum deutlich inhibiert war.
Die Situation im AST-Modell – Toleranz in vivo trotz Reaktivität in vitro – spiegelt sich auch
im Menschen wider. In Tumorpatienten können Tumor-spezifische T Zellen nachgewiesen
werden, die in vitro Reaktivität gegenüber ihrem Antigen zeigen. Dennoch können sie in vivo
den Tumor nicht abstoßen. Das AST-Modell ist daher sehr gut für Studien geeignet, wie To-
leranz in vivo gegen ein Tumor-Antigen gebrochen werden kann, um das Immunsystem zu
einer Anti-Tumorantwort auch gegen den autochthon wachsenden Lebertumor anzuregen.
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Summary
The aim of this study was to establish an inducible mouse model for the development of au-
tochthonous hepatocarcinoma. In such a model tumor development occurs autochthonous,
i.e. in the respective organ itself, in contrast to transplantation tumors that grow ectopically.
Inducible oncogene expression only allows transformation in a limited number of cells in the
targeted organ of an adult transgenic animal. This circumvents the unphysiological situation
of conventional oncogene transgenic mice, where all cells of the respective organ are able to
transform early in the development of this animal. Inducible autochthonous tumor models can
mimic the sporadic tumor formation in humans and are, thus, indispensable for the evalua-
tion of vaccination strategies or therapeutic approaches, which rely on the activation of the
immune system.
At the beginning of this research project, transgenic mouse lines were available in which
SV40 T antigen expression is controlled by the albumin-promotor/enhancer. With the help of
cre–recombinase, oncogene expression can be induced either by inversion of the antisense
TAg sequence flanked by loxP sequences (ATI lines) or the deletion of a loxP-flanked stop-
cassette (AST line). These mice were crossed to cre-deleter mice, which express cre in the
germline, to identify any transgenic line that has the following features:
• exclusive development of liver tumors after cre recombination,
• formation of a homogenous hepatocellular carcinoma within a reasonable experi-
mental time frame of 2 to 3 months
• a lack of tumor development in unrecombined AST mice.
Only the AST line fulfilled these criteria and was used for the following induction experiments.
To control oncogene expression in adult AST mice, cre-encoding plasmids - enveloped in
liposomes or complexed with polycationic substances - or cre adenoviruses, were used.
First, recombination efficiency was analyzed in reporter mice, expressing enhanced green
fluorescent protein or β-galactosidase after cre recombination. However, cre plasmids gave
unreliable recombination in the livers of reporter mice. In contrast, injection of cre adenovirus
resulted in transduction, recombination and therefore tumor formation in AST mice. Further-
more, no transformation was observed in other organs.
Previous tolerance studies in our research group revealed that minute amounts of a trans-
genic product – undetectable even by RT-PCR technology -- already induce T cell tolerance
in vivo. Therefore, it was important to characterize the immune status of unrecombined AST
mice. To do this, T cell receptor (TCR) transgenic mice that recognize TAg peptides pre-
sented by major histocompatibility complex molecules class I or class II to CD8 (TG-B) or
CD4 (TAgTCR1) T cells were used. Minor differences between transgenic T cell populations
from (ASTxTG-B) F1 and (ASTxTAgTCR1) F1 mice were detectable in comparison to the
respective single transgenic TCR mice, indicating encounter with the self antigen TAg had
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occurred. In vitro transgenic T cells from both (ASTxTG-B) F1 and (ASTxTAgTCR1) F1 mice
did proliferate in response to their cognate peptide to the same extent as transgenic T cells
from single transgenic TCR mice. In contrast, TAgTCR1 mice rejected a transplantation tu-
mor, whereas AST and (ASTxTAgTCR1) F1 mice were tolerant towards this tumor. Immuni-
zation of (ASTxTAgTCR1) F1 mice before tumor application resulted in partial breaking of
tolerance, since tumor growth was clearly inhibited.
This situation seen in the AST model of in vivo tolerance despite in vitro reactivity is mirrored
in humans, too. Tumor specific T cells recognizing their antigen in vitro can be isolated from
cancer patients. However, these tumors are not rejected in vivo. In conclusion, the AST
model is a useful tool to perform studies on how to break tolerance against a tumor antigen
in vivo to elicit tumor immunity against an autochthonous growing liver tumor.
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1. EINLEITUNG
1.1. Das Immunsystem
Das Immunsystem von Säugern nutzt zwei Strategien, um infektiöse Erreger zu bekämpfen.
Die Präsenz von Pathogenen setzt schnell eine Antwort des angeborenen Immunsystems in
Gang und dient der Eingrenzung von Proliferation und Verbreitung des Pathogens. Daneben
wird die Aktivierung einer nachfolgenden adaptiven Immunreaktion vor allem durch die Frei-
setzung immunstimulatorischer Zytokine und Chemokine unterstützt. Die adaptive Immunität
ist gezielt gegen einzigartige Strukturen des jeweiligen Pathogens gerichtet. Sie ist durch die
Produktion hochaffiner Antikörper sowie der Aktivierung zytotoxischer T Zellen und T Helfer-
zellen charakterisiert, die einen lang anhaltenden Schutz vor einer erneuten Infektion bieten.
1.1.1. Angeborene Immunität
Die angeborene Immunität wird durch die Interaktion mit konservierten molekularen Struktu-
ren stimuliert, die von Mikroorganismen, aber nicht von Wirtszellen, exprimiert werden. Diese
Strukturen werden unter dem Begriff PAMP  (pathogen associated molecular pattern) zu-
sammengefasst (Janeway und Medzhitov, 2000). Zu den entsprechenden Rezeptoren für
solche PAMPs, den PRRs (pattern recogntion receptors), zählen z.B. TLRs (Toll-like recep-
tors). Diese erkennen z.B. LPS, doppelsträngige RNA oder bakterielle DNA (Akira, 2003)
und werden von Monozyten, Makrophagen, natürlichen Killerzellen (NK) oder dendritischen
Zellen (DCs) exprimiert (Medzhitov und Janeway, 1997). Makrophagen und neutrophile Gra-
nulozyten können eindringende Pathogene durch Phagozytose eliminieren. Auch die Aktivie-
rung der Komplementkaskade unterstützt die Phagozytose oder ermöglicht eine direkte toxi-
sche Wirkung eines Poren-bildenden Komplexes aus Komplementproteinen.
NK Zellen sind gekennzeichnet durch die spontane Zytotoxizität nach Antigenerkennung. Sie
exprimieren keinen T Zellrezeptor (TZR)/CD3-Komplex (Trinchieri, 1989, Lanier et al., 1992)
und erkennen Zellen, die wenige oder keine MHCI-Moleküle auf der Zelloberfläche exprimie-
ren (Karre et al., 1986). NK Zellen werden während einer akuten viralen Infektion oder durch
endogene IFNα/β Produktion aktiviert und zur Sekretion von IFNγ, TNFα oder GM-CSF an-
geregt. Diese Zytokine induzieren z.B. die Expression von MHCI- und MHCII-Molekülen oder
unterstützen die Differenzierung von Monozyten/Makrophagen und DCs.
Nach dem Erkennen eines Pathogens kommt es also in einer Entzündungsreaktion zur Aus-
schüttung pro-inflammatorischer Mediatoren, die auch den Aufbau einer adaptiven Immun-
antwort unterstützen. Die Produktion von IFNα und IFNβ führt zur verstärkten Expression
von MHCI–Molekülen (Sen et al., 1992). IL–1 und TNFα fördern die Migration von Effektor-
zellen zum Entzündungsort (Shimuzu et al., 1992). Auf Antigen-präsentierenden Zellen wird
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die Expression von ko-stimulatorischen Molekülen, wie z.B. B7.1/CD80 und B7-2/CD86 in-
duziert, um eine optimale Stimulation von T Zellen zu gewährleisten (Krieg et al., 1995,
Lampson et al., 1967, Hausschildt und Kleine, 1995, Ulevitch und Tobias, 1995).
Durch die Sekretion unterschiedlicher Zytokine wird auch der Charakter der adaptiven Im-
munantwort bestimmt. IL-12 und IFNγ  unterstützen z.B. die Differenzierung von
Th1 Helferzellen, IL-4 und IL-10 die von Th2 Helferzellen oder IL-4, IL-5, IFNγ oder TGFβ
den Isotypwechsel in B Zellen (Romagnani, 1992, Seder und Paul, 1994, Finkelman et al.,
1990).
1.1.2. Adaptive Immunität
Herausragende Merkmale des adaptiven Immunsystems sind die Produktion Antigen-
spezifischer T und B Zellen durch somatische Genumlagerung und die Fähigkeit zur Gene-
rierung langlebiger Gedächtniszellen, die einen besseren Schutz bei erneutem Antigenkon-
takt bieten. B und T Zellen kommen in den sekundären lymphatischen Organen wie Lymph-
knoten, Peyer’sche Plaques im Darm (GALT = gut associated lymphoid tissue) oder der Milz
mit ihrem Antigen in Kontakt.
Im B Zellrezeptor (BZR) wird die Antigen-Erkennung durch ein membranständiges Im-
munglobulin (Ig)-Molekül vermittelt, das aus einer schweren und einer leichten Kette besteht.
Beide Ketten enthalten konstante und variable Regionen, die durch somatische Genumlage-
rung zusammengesetzt werden. Die Signaltransduktion erfolgt über die dem BZR assoziier-
ten Igα und Igβ Ko-Rezeptoren. Die Spezifität eines Antikörpers wird durch die hypervariab-
len Regionen bestimmt, die die Antigenbindungsstelle darstellen. Nach Antigen-Kontakt in
sekundären lymphatischen  Organen werden die variablen Regionen durch somatische Hy-
permutation weiter modifiziert, um die Produktion hochaffiner Antikörper durch die nun her-
angereifte Plasmazelle zu gewährleisten. Die Aufgabe sekretierter Antigen-spezifischer Anti-
körper ist die Neutralisierung des Pathogens durch Opsonisierung und Aktivierung des Kom-
plement-Systems. Auch das Abtöten von Antikörper-bedeckten Zellen, dem ADCC (antibody
dependent cellular cytotoxicity), z.B. durch NK-Zellen wird ermöglicht. Die Aktivierung der
B Zelle benötigt allerdings eine Helferzelle, die das gleiche Antigen erkennt (linked recogniti-
on) und das von der B Zelle auf MHCII-Molekülen präsentiert wird.
T Zellen erkennen über ihren T Zellrezeptor (TZR) Antigene in Form von Protein-
Fragmenten, die von MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche präsentiert werden.
MHC–Moleküle sind hochpolymorphe Gykoproteine, die in einem Gen-Cluster, dem MHC
(major histocompatibility complex) kodiert sind. Humane MHC-Moleküle werden mit HLA
(humanes Leukozyten Antigen) bezeichnet. Diese spezialisierten Moleküle binden Antigen-
Peptide aus unterschiedlichen zellulären Kompartimenten in einer Peptidbindegrube. Durch
die Polygenität und den Polymorphismus des MHC wird die Präsentation unterschiedlichster
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Antigene gewährleistet. Die MHC-Restriktion erfordert die Bindung des TZR sowohl an das
Peptid als auch an das MHC-Molekül (Zinkernagel und Doherty, 1979).
Es gibt zwei Arten von MHC-Molekülen (Neefjes und Momburg, 1993; Hämmerling et al.,
1999). Peptide aus dem Zytosol werden auf MHCI–Molekülen an CD8 T Zellen präsentiert.
Peptide, die in zellulären Vesikeln generiert werden, werden von CD4 T Zellen auf
MHCII–Molekülen erkannt. Der Abbau von zytosolischen Proteinen zu Peptid-Fragmenten
erfolgt durch einen multikatalytischen Protease-Komplex, dem Proteasom. Diese Peptide
werden durch den TAP-Transporter ins endoplasmatische Retikulum (ER) eingeschleust und
binden dort an freie MHCI-Moleküle (Momburg un Hämmerling, 1998). Durch die Bindung
des Peptides wird der Komplex stabilisiert und kann an die Zelloberfläche transportiert wer-
den. MHCII-Moleküle assoziieren zunächst im ER mit der invarianten Kette, die eine vorzeiti-
ge Beladung durch die Blockade der Peptid-Bindegrube verhindert und den Transport des
MHCII–Moleküls in die Endosomen gewährleistet. Hier werden durch proteolytischen Abbau
Antigene von endozytierten Pathogenen bereitgestellt. Deren Peptide können nach dem
Entfernen der invarianten Kette an das MHCII-Molekül binden (Cresswell, 1994). Dieser Pro-
zess wird von akzessorischen Proteinen wie H-2M/HLA-DM oder H-2O/HLA-DO unterstützt
und resultiert in der Ausbildung hochaffiner MHC-Peptid-Komplexe (Kropshofer et al., 1997,
Brocke et al., 2002). Nach der Beladung werden diese an die Zelloberfläche transportiert.
Während alle kernhaltigen Körperzellen MHCI–Moleküle exprimieren (Daar et al., 1984),
werden MHCII–Moleküle nur von professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) be-
reitgestellt (Hämmerling et al., 1976). Hierzu zählen dendritische Zellen (DCs), Makrophagen
und B Zellen. Vor allem DCs wird eine wichtige Rolle in der Induktion von Immunität oder
Toleranz von T Zellen zugeschrieben.
Die Antigen-Aufnahme in der Peripherie durch DCs  und die Präsentation an T Zellen wurde
früher als Cross-Priming bezeichnet, um diesen Prozess von der Stimulation der T Zelle
durch die Antigen-exprimiernde Zelle selbst abzugrenzen (Bevan, 1976) und wurde später
durch den Begriff Cross-Präsentation ersetzt (Heath et al., 1998). Die Aufnahme exogener
Antigene und deren Prozessierung können zur Präsentation von Peptiden auf MHCII- oder
MHCI-Molekülen führen. Heute wird Cross–Präsentation aber überwiegend für die Präsenta-
tion durch MHCI-Moleküle angewendet. Allerdings muss die Expression des Antigens eine
bestimmte Höhe erreichen, um auch ein Cross-Priming, also die Aktivierung einer spezifi-
schen T Zelle, zu ermöglichen (Kurts et al., 1998). Dendritische Zellen entstehen aus mye-
loiden oder lymphoiden Vorläuferzellen des Knochenmarks. DC-Vorläufer wandern in unter-
schiedliche Gewebe ein, wo sie sich lokal zu unreifen DCs entwickeln. Nach der Aufnahme
von Antigen und der Stimulation durch inflammatorische oder mikrobielle Signale, wie der
Aktivierung der Interferon- oder Toll-like-Rezeptoren (TLR), setzt sich der Reifungsprozess
fort. Reife DCs wandern in lymphoide Organe ein und siedeln sich in den T Zell-reichen Re-
gionen von Lymphknoten oder Milz an. Dort präsentieren sie Peptide der aufgenommen An-
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tigene an spezifische T Zellen, um so deren Differenzierung in Effektor- und Gedächtnis-
Zellen auszulösen. Reife DCs induzieren auch die Aktivierung von NK–Zellen und die Diffe-
renzierung von B Zellen zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen.
1.1.3. Reifung von T Zellen
Die Spezifität des TZR und damit die Antigen-Spezifität wird durch ein Heterodimer aus
α– und β-Kette im TZR-Komplex bestimmt. Das αβ-Heterodimer erkennt über seine variab-
len Regionen Peptide, die von MHC-Molekülen präsentiert werden. Die Grundlage für die
Diversität der TZRs bilden sog. Komplementaritäts-bestimmende Regionen (CDR = comple-
mentarity-determining regions). α- und β-Kette weisen jeweils drei dieser hypervariablen
CDRs auf, die durch stochastische Rekombination von V(ariabel)-, D(iversity)- und J(oining)-
Gensegmenten im Thymus entstehen. Die Diversität wird weiterhin durch eine ungenaue
Verknüpfung dieser Gensegmente unter Hinzufügen von Nukleotiden ausgebaut und erreicht
theoretisch eine Zahl von 1015 unterschiedlichen αβ-TZRs (Davis und Bjorkman, 1988). Die
Signaltransduktion wird durch den dem TZR assoziierten CD3–Komplex vermittelt. Bindet
der TZR einen MHC-Peptid-Komplex, so kommt es zur Phosphorylierung der ITAM-Motive
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) im CD3-Komplex und zur Aktivierung der
T Zelle (Germain und Stefanova, 1999). Die Ko–Rezeptoren CD8 und CD4 binden sowohl an
den TZR als auch an MHC-Moleküle direkt und stärken somit die TZR-MHC-Interaktion
(Doyle und Strominger, 1987, Potter et al., 1989).
Zur Bildung naiver T Zellen wandern Vorläuferzellen aus dem Knochenmark in den Thymus
ein. Dort proliferieren CD4-CD8--doppelt-negative (DN) Thymozyten und differenzieren durch
die Expression der TZR β-Kette und einer invarianten prä-Tα-Kette zu CD4+CD8+-doppelt-
positiven (DP) Thymozyten (Rodewald und Fehling, 1998). Schließlich erfolgt die Umlage-
rung der α-Kette, um einen funtionellen TZR zu generieren. Die Mehrzahl der DP Thymozy-
ten ist unfähig, Selbst-MHC-Moleküle zu erkennen, erhält daher kein Überlebenssignal und
stirbt ab (Kappler et al., 1987). Die verbleibenden DP Thymozyten, die im Kortex über ihren
TZR Selbst-MHC-Moleküle auf thymischen Epithelzellen mit geringer Affinität binden, können
überleben (Cibotti et al., 1992, Santori et al., 2002). Durch diese positive Selektion können
sich DP Thymozyten in MHCI–restringierte CD8 T Zellen oder MHCII–restringierte
CD4 T Zellen weiterentwickeln und den Thymus als reife naive T Zellen verlassen. In DP und
einzel-positiven Thymozyten, deren TZR eine zu hohe Affinität gegenüber Selbst-MHC-
Molekülen zeigt, wird Apoptose ausgelöst. Durch diese negative Selektion, die hauptsächlich
in der thymischen Medulla durch interdigitierende dendritische Zellen stattfindet, werden po-
tentiell autoreaktive T Zellen eliminiert (Marrack et al., 1988, Murphy et al., 1990).
Neben dendritischen Zellen können auch medulläre thymische Epithelzellen (mTEC) zur
negativen Selektion autoreaktiver T Zellen beitragen. Die ektopische Expression des huma-
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nen C–reaktiven Proteins (hCRP) in mTECs führt z.B. zur Deletion hCRP-spezifischer
TZR–transgener CD4 T Zellen (Klein et al., 1998). In anderen transgenen Modellen führt die
Expression eines Autoantigens durch medulläre Epithelzellen zur Anergie spezifischer
T Zellen (Hoffman et al,. 1992, Schönrich et al., 1992). Auch in nicht-transgenen Tieren wer-
den verschiedene Gewebe-spezifische Gene in mTECs exprimiert (Klein und Kyewski, 2000,
Derbinski et al., 2001), die ebenfalls zur Toleranzinduktion in autoreaktiven Zellen beitragen
könnten.
Eine Kontrolle autoreaktiver Zellen wird auch durch regulatorische CD4 T Zellen (Treg) ge-
währleistet, die anhand der Expression von CD25 und CTLA-4, CD5hoch, CD45RBniedrig oder
GITRhoch identifiziert werden können (Sakaguchi, 2004). Im Thymus können regulatorische
CD4+CD25+ T Zellen durch die Interaktion mit Selbst-Peptid/MHC-Komplexen entstehen (Itoh
et al., 1999, Jordan et al., 2001, Apostolou et al., 2002). In der Peripherie unterbinden Treg
Zellen dann die Aktivierung und Effektorfunktionen autoreaktiver Zellen und ihre Depletion
führt in adoptiven Transferexperimenten zu Autoimmunität z.B. im Magen, im Darm, der
Schilddrüse oder dem Ovar (Sakaguchi et al., 1985, Smith et al., 1992, Suri-Payer et al.,
1998, Shimizu et al., 2002).
1.1.4. T-Zell Aktivierung
Reife T Zellen, die den Thymus verlassen haben, zirkulieren ständig zwischen Blut und Lym-
phe. Durch den niedrig-affinen Kontakt mit Selbst-MHC-Molekülen in der Peripherie können
naive T Zellen überleben (Tanchot et al., 1997, Viret et al, 1999, Ernst et al., 1999). Zur Auf-
rechterhaltung der peripheren T Zellpopulation ist außerdem IL-7 notwendig, das für die ho-
meostatische Proliferation naiver T Zellen wichtig ist (Schluns et al., 2000, Tan et al., 2001,
Goldrath et al., 2002, Schüler et al., 2004). Die hoch-affine Interaktion mit Selbst-MHC-
Molekülen und dem entsprechenden Peptid führt schließlich zur Aktivierung der T Zelle.
Das heutige Verständnis der T Zell-Aktivierung beruht auf dem Zwei-Signal-Model, das ent-
wickelt wurde, um die Unterscheidungsfähigkeit von T und B Zellen zwischen Selbst und
Fremd zu erklären (Bretscher und Cohn, 1970, Lafferty und Cunningham, 1975, Jenkins und
Schwartz, 1987). Demnach benötigen T Zellen zwei Signale für die vollständige Aktivierung.
Das erste Signal liefert die Bindung der TZR-Kompexes an sein spezifisches Peptid, das von
MHC-Molekülen präsentiert wird. Das zweite Signal ist Antigen-unabhängig und wird von der
Antigen-präsentierenden Zelle bereitgestellt. Dazu zählen z.B. B7.1/CD80 oder B7.2/CD86
und LFA-3/CD58, die entsprechenden Rezeptoren auf T Zellen sind CD28 und CD2 (Harding
et al., 1992, Samstag et al., 1992, Radvanyi et al., 1996). Die Summe dieser Wechselwir-
kungen resultiert in der Ausbildung der immunologischen Synapse. Dieser Begriff beschreibt
eine hochmolekulare Struktur, auch SMAC (supra-molecular activation cluster) genannt, die
beim Kontakt von T Zellen mit APZs ausgebildet wird (Monks et al., 1998, Grakoui et al.,
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1999). Im Zentrum steht hierbei die Interaktion des TZR mit dem MHC-Peptid-Komplex. Ne-
ben Wechselwirkungen zwischen Adhäsionsmolekülen (Mittelbrunn et al., 2002, Montoya et
al., 2003)  stabilisieren auch ko-stimulatorische Moleküle und deren Rezeptoren und die da-
durch eingeleitete Umlagerung des Aktin-Zytoskeletts in der T Zelle die Ausbildung dieser
Synapse (Monks et al., 1998, Grakoui et al., 1999, van der Merve et al., 2000, Wetzel et al.,
2002, Tskvitaria-Fuller et al., 2003, Samstag et al., 2003).
So unterstützt z.B. die CD28-B7-Interaktion nicht nur die T Zell-Aktivierung und Expansion,
sondern auch die Differenzierung von T Helferzellen und die Migration (McAdam et al.,
1998). Durch die Expression von IL–2 oder von anti-apoptotischen Proteinen, wird das Ü-
berleben der T Lymphozyten gewährleistet (Jenkins et al., 1991, Fraser et al., 1991, Boise et
al., 1995, Kearny et al., 1995). Zusätzlich senkt die CD28–Expression den Schwellenwert für
die T Zell-Aktivierung (Viola und Lanzavecchia, 1996). Fehlt das Signal der Ko-Stimulation
kann es zu Anergie oder Apoptose der T Zelle kommen (Liebowitz et al., 1998, Jenkins und
Schwartz, 1987, Salomon und Bluestone, 2001, Pinkosi und Green, 2002).
Die Präsenz unterschiedlicher Zytokine entscheidet über den Charakter der Immunreaktion.
IL-2 stimuliert zunächst die proliferative Expansion spezifischer T Zellen. Nach der Aktivie-
rung produzieren T Zellen selbst IL-2, exprimieren einen hochaffinen Rezeptor und unter-
stützen daher ihre eigene Proliferation durch einen autokrinen Mechanismus. IL-12 und IL-4
werden von APZs und aktivierten T Zellen produziert und führen zur Differenzierung von
CD4+ T Zellen in Th1 oder Th2-Zellen. Für die Differenzierung und Expansion von CD8+
T Zellen ist neben IL-2 auch IL-15 notwendig.
Die veränderte Expression von Adhäsionsmolekülen erlaubt es der aktivierten Zelle, den
Lymphknoten zu verlassen und ins Gewebe zum Ort der Entzündung zu wandern. So wird
die Expression von L–Selektin/CD62L herunterreguliert, während Moleküle wie LFA-1 und
VLA-4 verstärkt exprimiert werden, um die Interaktion mit Endothelzellen und die Diapedese
zu ermöglichen.
Nach der erfolgreichen Eliminierung des Pathogens muss die  Immunreaktion abgeschaltet
werden, um eine unnötige Schädigung körpereigener Zellen zu unterbinden. Anti-
inflammatorische Zytokine wie TGFβ, IL-4 oder IL-10 inhibieren die Effektorfunktionen akti-
vierter Lymphozyten. Ein Großteil der Antigen-spezifischen Zellen wird schließlich eliminiert.
Kommen aktivierte T Zellen erneut in Anwesenheit von IL-2 mit ihrem Antigen in Kontakt wird
der Aktivierungs-induzierte Zelltod (AICD) ausgelöst (Lenardo et al., 1991, Wang et al., 1996,
Nakajima et al., 1997, Badovinac et al., 2002). In der Kontraktionsphase kommt es aber auch
zum autonomen Zelltod ACAD (activated T cell autonomous death) (Hildeman et al., 2002).
Während der Kontraktionsphase wird die Überlebensfähigkeit der aktivierten T Zelle in Ab-
wesenheit des Antigens durch die Expression von pro- und anti-apoptotischen Molekülen
oder Zytokin-Rezeptoren, z.B. für IL–7 und IL–15, bestimmt. Nur ein kleiner Teil der Antigen-
spezifischen T Zellen überlebt und kann sich zu Gedächtniszellen entwickeln.
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1.1.5. Effektorzellen und Gedächtnisbildung
Zytotoxische T Lymphozyten (ZTLs) sind T Effektorzellen, die nach Stimulation des
T Zellrezeptors durch MHC-Peptid-Komplexe auf der Zielzelle, diese lysiern. ZTLs exprimie-
ren CD8 als Ko–Rezeptor und erkennen Antigen-Peptide auf MHC Klasse I Molekülen. Die
spezifische Eliminierung einer Zielzelle durch ZTLs wird durch die Freisetzung inflammatori-
scher Zytokine wie IFNγ und TNFα vermittelt. IFNγ inhibiert die virale Replikation oder unter-
stützt die Aktivierung von Makrophagen. Daneben kommt es zur Apoptose der Zielzelle
durch die Induktion von FasL (Fas-Ligand) oder TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing li-
gand) oder der Perforin/Granzym B vermittelten Lyse.
T Helferzellen (Th) üben regulatorische Funktionen aus und stellen Hilfe für ZTLs und
B Zellen bereit. Sie exprimieren CD4 als Ko-Rezeptor und erkennen ihr Antigen auf MHC
Klasse II Molekülen. Einige CD4 T Zellen exprimieren auch FasL und lösen so die Apoptose
von Zielzellen aus.
Es gibt zwei Arten von CD4-Effektorzellen (Mosmann und Coffman, 1989). Th1–Zellen pro-
duzieren Zytokine wie IFNγ, Lymphotoxin oder TNFα und verstärken die zelluläre Immunität
durch die Aktivierung professioneller Antigen-präsentierender Zellen und die Rekrutierung
und Aktivierung inflammatorischer Leukozyten. Auch die Differenzierung von CD8 T Zellen
oder NK Zellen wird durch die Freisetzung von IFNγ und IL-2 gefördert. Die IFNγ-Sekretion
durch Th1 Zellen und die CD40-CD40L-Interaktion führen ebenfalls zur Aktivierung von
Makrophagen. Zu deren antimikrobiellen Effektor-Funktionen gehören die Degradation von
Pathogenen in den Lysosomen und die Produktion reaktiver Mediatoren wie NO und Sauer-
stoff-Radikalen. Th2–Zellen sezernieren IL-4, IL-5 und IL-13 und unterstützen die humorale
Immunantwort. Erkennen aktivierte Th2 Zellen ihr Antigen auf MHCII–Molekülen von
B Zellen wieder und interagieren zusätzlich über CD40-CD40L, so werden Aktivierung und
Proliferation der B Zelle unterstützt. Auch für den Isotypwechsel ist die Wechselwirkung von
B Zelle und T Helferzelle notwendig.
Während der primären Immunantwort entwickeln sich auch langlebige klonale Gedächtnis-
zellen. Diese teilen sich in Abwesenheit des Antigens langsam (Sprent und Surh, 2001,
Keach, 2002). Signale von Zytokinen wie IL-4, IL-7 und IL-15 sind in den unterschiedlichen
Phasen der Entstehung und des Überlebens von CD8 Gedächtnis-Zellen wichtig (Goldrath et
al., 2002, Tan et al., 2002, Kieper et al., 2002, Becker et al., 2002). Nach einem Modell von
Lanzavecchia gibt es zwei Populationen von Gedächtnis-Zellen (Sallusto et al., 1999). Zent-
rale Gedächtniszellen sind B und T Zellen in sekundären lymphatischen Organen, die nicht
alle Funktionen einer Effektor T Zelle oder Plasmazelle aufweisen. Zentrale Gedächnis
T Zellen exprimieren CCR7, einen Homing-Rezeptor für Lymphknoten, und produzieren ge-
ringfügig IFNγ und IL-4, aber kein Perforin. Sie sind verantwortlich für die sekundäre Immun-
reaktion nach erneutem Antigenkontakt und stellen möglicherweise eine Quelle für Effektor-
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Gedächtniszellen dar. Letztere bieten einen unverzüglichen Schutz gegen ein erneut ein-
dringendes Antigen. Sie sind CCR7-negativ, exprimieren Effektor-Zytokine und Perforin. Ef-
fektor-Gedächtnis T Zellen befinden sich in peripheren Organen, während Effektor-
Gedächtnis B Zellen als Antikörper-sezernierende Plasmazellen im Knochenmark zu finden
sind.
1.1.6. Periphere Toleranz
T Lymphozyten-Vorläufer, die eine hohe Avidität gegen Selbst-Antigene zeigen, werden im
Thymus eliminiert bevor sie als naive T Zellen in die Peripherie gelangen können. Dieser
Prozess ist Grundlage der zentralen Toleranz (Fowlkes and Ramsdell, 1993, Sprent, 1995,
Starr et al., 2003). Auch wenn im Thymus eine Vielzahl von Selbst-Antigenen exprimiert und
damit eine Vielzahl selbst-reaktiver Zellen eliminiert wird, und auch die Expression Gewebe-
spezifischer Gene durch spezialisierte Thymuszellen nachgewiesen ist (Smith at al., 1997,
Hanahan et al., 1998, Klein et al., 2000, Derbinski et al., 2001), so ist der Prozess der zent-
ralen Toleranzinduktion nicht vollständig. T Zellen können auch kryptische Epitope erkennen
oder Antigene, die nicht im Thymus präsentiert werden. Außerdem ist bekannt, dass auch in
gesunden Menschen autoreaktive T Zellen nachweisbar sind (Lohman et al., 1996, Semana
et al., 1999). Es muss daher zusätzliche Mechanismen geben, die die Induktion von Autore-
aktivität in der Peripherie verhindern.
Die einfachste Möglichkeit, eine destruktive Autoreaktion zu vermeiden, ist gegeben, wenn
es zu keiner Antigenerkennung durch die T Zelle kommen kann. Diese Situation entsteht,
wenn die Menge eines Antigens in einer Körperzelle nicht ausreichend ist, um im dränieren-
den Lymphknoten präsentiert zu werden (Kurts et al., 1998, Kurts et al., 1999, Morgan et al.,
1999). Gleichzeitig können im Erwachsenen naive Antigen-spezifische T Zellen im Gegen-
satz zu aktivierten Zellen nicht in gesundes Gewebe einwandern (Mackay, 1993) und somit
nicht in Kontakt mit ihrem Antigen kommen, um eine Immunreaktion auszulösen. In diesen
Fällen spricht man von immunologischer Ignoranz (Ohashi et al., 1991, Oldstone et al.,
1991).
Bei einer Antigenerkennung durch naive T Zellen sind die Bedingungen entscheidend für die
Induktion von Toleranz oder Immunität. Die Menge des zu Verfügung stehenden spezifi-
schen Antigens, der Aktivierungszustand der präsentierenden Zelle und das Mikromilieu be-
einflussen die nachfolgende Entwicklung der T Zelle. In unterschiedlichen experimentellen
Systemen werden daher die Mechanismen untersucht, die zur Induktion peripherer Toleranz
führen. Hier sollen exemplarisch aus der Vielzahl der Studien einige Beispiele angeführt
werden. Dabei muss prinzipiell unterschieden werden, ob Toleranz gegen ein injiziertes
Fremd-Antigen oder gegen ein Selbst-Antigen induziert wird. Damit verbunden ist auch die
Frage, ob das Tolerogen während der Entwicklung des Individuums anwesend ist, oder ob
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sich die Toleranzstudien auf das Erwachsenenstadium konzentrieren. Zu unterscheiden ist
ebenfalls, ob dieses Antigen von dendritischen Zellen (DCs) im Lymphknoten oder von pa-
renchymalen Zellen im Gewebe präsentiert wird.
Die Injektion von Fremd-Antigenen kann zu Toleranz durch Deletion führen, z.B. nach Injek-
tion von Superantigenen, Viren oder Peptiden (Jones et al., 1990, Webb et al., 1990,
Moskophidis et al., 1993, Kyburz et al., 1993, Rocha und Boehmer, 1991). Hohe Antigendo-
sen und/oder eine chronische Stimulation fördern die Eliminierung reaktiver CD4 und CD8
T Zellen. Dagegen führt die Injektion niedriger Dosen von Superantigenen zu Anergie
(Miethke et al., 1992). Auch die Deletion LCMV-spezifischer CD8 T Zellen ist dosisabhängig
(Moskophidis et al., 1993).
Die Interaktion Antigen-spezifischer T Zellen mit unreifen, ruhenden DCs kann zur Toleranz
der T Zellen führen. Die Präsentation von Antigen durch ruhende DEC205+ oder
CD11c+CD8α+ DCs in vivo führt zur abortiven Proliferation und Toleranz von transferierten
transgenen Antigen-spezifischen CD4 oder CD8 T Zellen (Hawinger et al., 2001, Bonifaz et
al., 2002, Scheinecker et al., 2002, Belz et al., 2002, Hernandez et al., 2001, Kurts et al.,
1997). Die Fähigkeit unreifer DCs, Toleranz gegenüber LCMV-Viren zu induzieren, wurde
auch durch die induzierte Expression von LCMV-Epitopen in ansonsten unmanipulierten Tie-
ren gezeigt (Probst et al., 2003).
Neben DCs können auch sinusoidale Endothelzellen der Leber (LSEC) Toleranz induzieren.
LSEC exprimieren Moleküle, die charakterstisch für professionelle Antigen-präsentierende
Zellen sind, darunter MHCI- und MHCII, Adhäsionsmoleküle wie VCAM-1 und ICAM-1 oder
ko-stimulatorische Moleküle wie B7.1/CD80, B7.2/CD86 und CD40. LSEC können in vitro
Antigen an spezifische CD8 T Zellen cross-präsentieren, was die Sekretion von IL-2 und
IFNγ induziert. Nach anfänglicher Aktivierung verlieren CD8 T Zellen allerdings bei anhalten-
der Ko-Kultivierung von LSEC die Fähigkeit zur Zytokin-Freisetzung (Limmer et al., 2000).
Transferiert man Ova-beladene LSEC in OT-I Tiere, so sind die Empfänger tolerant gegen-
über einem Ova-exprimierenden Transplantationstumor (Limmer et al., 2000).
Parenchymale Zellen im Gewebe besitzen ebenfalls die Fähigkeit, Toleranz zu induzieren.
Naive T Zellen können im Gegensatz zu erwachsenen in neonatalen Tieren in die Haut ein-
wandern. Werden neonatale Tiere, die Kb in der Haut exprimieren, mit Knochenmark aus
TZR-transgenen Tieren mit Kb-Spezifität rekonstituiert, so sind die Empfänger tolerant ge-
genüber Kb–positiven Hauttransplantaten. Wird die T Zellmigration im neonatalen Tier durch
blockierende Antikörper unterbunden, ist keine Toleranz mehr zu beobachten (Alferink et al.,
1998). Die Expression von Kb in der Leber oder im Gehirn führt ebenfalls zur Toleranz ge-
genüber Kb–positiven Hauttransplantaten. Damit ist eine verringerte Expression des TZR und
CD8 assoziiert (Schönrich et al., 1991, Hämmerling et al., 1991, Arnold et al., 1993). In ande-
ren TZR–transgenen Mausmodellen ist die verringerte Expression von CD8 bei anhaltendem
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Antigenkontakt ebenfalls zu beobachten. Transgene T Zellen mit niedriger CD8 Expression
zeigen in vitro eine verringerte Proliferationsfähigkeit (Dillon et al., 1995, Rocha et al., 1995).
Bindet der TZR sein Antigen in Abwesenheit ko–stimulatorischer Moleküle kann Anergie in-
duziert werden (Jenkins und Schwartz, 1987). Anergie bezeichnet einen Zustand der Unfä-
higkeit, auf ein Antigen mit Proliferation oder Sekretion inflammatorischer Zytokine zu reagie-
ren. In vivo kann Anergie durch die Injektion von Fremd-Antigenen in Form von Superantige-
nen oder Peptiden induziert werden (Kawabe und Ochi, 1991, Falb et al., 1996). Anergie darf
heute jedoch nicht mehr als vollständige Paralyse aufgefasst werden, da anergische Zellen
regulatorische Eigenschaften besitzen können (Chai et al., 1999).
Die Funktion regulatorischer T Zellen (Treg), die die Aktivität reaktiver T Zellpopulationen in
ihrer Gesamtheit kontrollieren, stellt den zur Zeit am intensivsten untersuchten Mechanismus
zur Verhinderung von Autoaggression dar. Die Bedeutung thymischer regulatorischer
CD4+CD25+ T Zellen wurde bereits erwähnt. Rekonstituiert man imundefiziente Tiere mit
T Zellen aus normalen Mäusen, so entwickeln die Empfängertiere verschiedene Autoimmun-
krankheiten, wenn zuvor CD25+ Zellen entfernt wurden (Asano et al., 1996, Sakaguchi,
2000, Maloy und Powrie, 2001). In vitro können regulatorische T Zellen die Proliferation an-
derer T Zellen unterdrücken, wozu jedoch ein direkter Kontakt der beteiligten T Zellen erfor-
derlich ist (Thornton und Shevach, 1998, Kuniyasu et al., 2000). Bei der Betrachtung der
unterschiedlichen experimentellen Systeme zeigt sich, dass Treg Zellen heterogen in ihrem
Phänotyp, ihrer Funktion und ihrer Entstehung sind. So sind z.B. Fragen der Spezifität und
Wirkungsweise noch immer Gegenstand intensiver Forschung. Es gibt aber erste Hinweise,
dass Treg Zellen in der Effektorphase einer Immunreaktion wirken können (Cobbold et al.,
2004)
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1.2. Tumorimmunologie
Die Annahme, dass das Immunsystem transformierte Zellen erkennen und eliminieren kann,
nährt heute die Hoffnung, Tumoren mit Hilfe immunologischer Strategien bekämpfen zu kön-
nen. Dieses Konzept zur Immunüberwachung (immune surveillance) von Tumoren wurde
bereits Ende der 50er Jahre von Burnet und Thomas formuliert (Burnet, 1957, Thomas,
1959, Burnet, 1970), die beide den Lymphozyten eine Rolle bei der Eliminierung von Tumo-
ren zugeschrieben haben. Die Ergebnisse aus ersten Tierversuchen waren aber uneinheit-
lich und konnten diese These weder bestätigen noch widerlegen (Grant et al., 1965, Burstein
und Law, 1971, Sanford et al., 1973, Stutman, 1975). Experimente in nude Mäusen z.B.
sprachen gegen die Existenz der Immunüberwachung, da hier keine erhöhte Inzidenz Karzi-
nogen-induzierter oder spontaner Tumoren im Vergleich zu immunkompetenten Tieren be-
obachtet wurde (Stutman, 1974, Outzen et al., 1975, Rygaard und Povlsen, 1974).
Demgegenüber stehen Experimente in den heute zur Verfügung stehenden Mauslinien, die
Belege für die Überwachung eines Tumors durch das Immunsystem liefern (Dunn et al.,
2002). Mäuse, die z.B. defizient für Lymphozyten oder Komponenten der
IFNγ–Signalkaskade sind, entwickeln häufiger Karzinogen-induzierte Sarkome, Lymphome
oder epitheliale Tumoren (Shankaran et al., 2001, Street et al., 2002). Perforin-defiziente
Mäuse sind anfälliger für spontane Lymphome und Adenokarzinome der Lunge (Smyth et al.,
2000, Street et al., 2002). Andererseits finden Qin und Blankenstein (2004) keine erhöhte
Frequenz Karzinogen-induzierter Tumore in Perforin-defizienten oder immundefizienten scid,
nude oder Rag1–/– Tieren. So hält der wissenschaftliche Disput bis heute an und es herrscht
weiter Uneinigkeit auf diesem Forschungsfeld.
1.2.1. Identifizierung von Tumor-Antigenen
Die Identifizierung Tumor-spezifischer Antigene hat zur Entwicklung unterschiedlicher Stra-
tegien zur prophylaktischen und therapeutischen Vakzinierung oder zur Tumor-
Immuntherapie geführt. Tierexperimente haben gezeigt, dass überwiegend eine zelluläre
Immunantwort zur Abstoßung von Transplantationstumoren führt. Die Isolation Tumor-
spezifischer T Zellen aus dem Blut oder Tumorgewebe von Krebspatienten, die in vitro au-
tologe Tumorzellen erkennen können, hat zur Identifizierung von Tumor-Antigenen beigetra-
gen. Diese Antigene können mit unterschiedlichen Methoden gefunden werden. Ein Ansatz
wird mit der sog. „reversen Immunologie“ verfolgt. Hierbei werden T Zellen in vitro gegen
Kandidaten-Proteine selektiert, die von APZs präsentiert und in Tumorzellen überexprimiert
werden. Zeigen diese T Zellen auch Reaktivität gegenüber Tumorzellen, nimmt man an,
dass sie ein Tumor-Antigen erkennen (Kawashima et al., 1989). Die Elution von Peptiden
von der Tumorzell-Oberfläche und die nachfolgende Sequenzierung führt ebenfalls zur Iden-
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tifizierung von Tumorzell-spezifischen Proteinen (Hunt et al., 1992, Cox et al., 1994). Bei der
SEREX-Methode (serologische Analyse von rekombinanten cDNA Bibliotheken) werden
auch Patienten-Seren eingesetzt, um in Tumor cDNA-Bibliotheken nach Proteinen zu su-
chen, die von Antikörpern erkannt werden (Chen et al., 1997).  Einen weiteren Ansatz stellt
die Transfektion von Tumorzell-cDNA-Bibliotheken in geeinete Zielzellen dar. Durch Inkuba-
tion mit Tumor-spezifischen T Zellen kann das Antigen jener Transfektante identifiziert wer-
den, die eine Reaktivität hervorruft (Boon et al., 1997, Rosenberg et al., 1999).
Die Mehrzahl der bisher identifizierten Tumor-Antigene stellt Epitope für CD8+ T Zellen dar.
Aber auch Epitope für CD4 T Zellen konnten gefunden werden. Zur Identifizierung solcher
Tumor-Antigene können cDNA-Sequenzen an die Sequenz für die Invariante Kette fusioniert
werden, was die Expression des Fusionsproteins in den MHCII–Weg der Antigenpräsentati-
on lenkt (Wang et al., 1999). Die Fusionskonstrukte werden schließlich in geeignete Antigen-
präsentierende Zellen transfiziert, um die Reaktivität von CD4 T Zellen zu testen. Eine weite-
re Möglichkeit besteht darin, Proteine aus Tumorzelllysaten aufzureinigen und auf die Fähig-
keit zur Stimulation tumor-infiltierender CD4 Lymphozyten zu testen. Durch die nachfolgende
Sequenzierung der präsentierten Peptide kann dann das Tumor-spezifische Protein identifi-
ziert werden (Pieper et al., 1999).
Vergleichende Expressionsstudien wie Mikroarrays oder differential display Analysen von
normalem und Tumor-Gewebe erleichtern heute die Suche nach potentiellen Kandidaten-
Genen und können kombinatorisch mit den oben beschriebenen Methoden eingesetzt wer-
den (Singh-Jasuja et al., 2004).
1.2.2. Klassifizierung von Tumor-Antigenen
Tumor-Antigene können in unterschiedliche Klassen eingeteilt werden, z.B. Tumor-
spezifische Antigene, Gewebe-spezifische Differenzierungsantigene, überexpimierte oder
virale Antigene sowie Antigene, die durch Mutationen entstehen (Houghton, 1994, Boon und
Old, 1997, Rosenberg, 2001, Engelhard et al., 2002).
Tumor-spezifische Antigene, wie z.B. Mitglieder der MAGE-, BAGE- oder GAGE-Familie,
werden nur auf Tumorzellen exprimiert, nicht aber auf gesunden Körperzellen mit Ausnahme
der männlichen Keimzellen. Melanome, Myelome, Lungen-, Oesophagus oder Blasenkarzi-
nome exprimieren diese Antigene. Gewebe-spezifische Differenzierungsantigene stellen eine
weitere Gruppe von Tumor-Antigenen dar. Sie werden sowohl auf Tumorzellen als auch auf
nicht transformierten, gesunden Zellen exprimiert. So erkennen beispielsweise Melanom-
spezifische ZTLs ebenfalls Melanozyten aufgrund der Expression von Tyrosinase, MART-1
(melanoma antigen recognized by T cells) oder gp120. Neben einer Melanom-spezifischen
Immunantwort kann es daher auch zur Aggression gegen gesunde Melanozyten kommen,
die sich in einer autoimmunen Vitiligo äußert. Tumor-spezifische ZTLs erkennen auch Epito-
                                                                                                                                       Einleitung
- 13 -
pe von Proteinen, die in normalen Zellen exprimiert aber in Tumorzellen überexprimiert wer-
den. Hierzu zählt z.B. Her2/neu, das in 30% der Ovarial- oder Brusttumoren verstärktexpri-
miert ist. Auch Antigene von viralen Onkoproteinen können Tumor-spezifische Antigene dar-
stellen. Dies sind z.B. E6 und E7 des humanen Papillomvirus 16, das in den meisten Zervix-
karzinomen nachweisbar ist, oder Epitope des Epstein-Barr-Virus in Lymphomen. Mutatio-
nen führen zur Generierung neuer Tumor-Antigene. Durch die Mutation und die damit ver-
bundene Änderung der Aminosäuresequenz wird ein neues antigenes Peptid generiert, das
von Tumor-spezifischen ZTLs erkannt werden kann.
1.2.3. Tumor-Immuntherapie
Immuntherapien gegen Tumoren, die auf der Aktivierung Tumor-spezifischer T Zellen beru-
hen,  können grob in zwei Klassen eingeteilt werden. Dies sind entweder der passive Trans-
fer von Zellen des Immunsystems, die eine Tumor-Reaktivität zeigen, oder die aktive Immu-
nisierung gegen Tumor-Antigene. Einer zellulär vermittelten Immunantwort gegen Tumoren
wird große Bedeutung beigemessen. Frühe tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass
eine Tumor-spezifische Immunität durch die Gabe von Lymphozyten aus immunisierten Tie-
ren transferiert werden kann (Klein und Sjogren, 1960, Old et al., 1962). Der Transfer von
LAK-Zellen (lymphokine activated killer cells), die in vitro mit hohen Konzentrationen von IL-2
generiert werden, Tumorzellen MHC-unabhängig erkennen und in vitro lysieren können, führt
zwar in Tiermodellen zur Abstoßung von Mikrometastasen, zeigte aber im Menschen nicht
den erhofften Erfolg (Rosenberg et al., 1987). Ebenso können Tumor-infiltrierende Lympho-
zyten (TILs), die z.B. aus Melanomen isoliert wurden, in vitro eine Reaktivität gegenüber au-
tologen Tumorzellen zeigen (Muul et al., 1987, Itoh et al., 1988). Nach der Expansion und
dem anschließendem Transfer in Melanom-Patienten konnte bei gleichzeitiger Gabe von IL-2
eine Regression der Tumoren aber nur in einem Teil der Patienten beobachtet werden (Ro-
senberg et al., 1988, Rosenberg et al., 1994).
Neben dem Transfer Tumor-reaktiver T Zellen wurden auch bereits Tumor-spezifische Anti-
körper in humanen Studien eingesetzt. Hierbei soll die Eliminierung von Tumorzellen durch
Komplementaktivierung oder ADCC (antibody-dependent cellular toxicity) herbeigeführt wer-
den. Effekte wurden bereits bei B-Zell-Lymphomen (Davis et al., 1998), Brustkrebs (Vogel et
al., 2001) oder Kolonkarzinomen (Riethmüller et al., 1994) beobachtet. Anti-idiotypische An-
tikörper, die den Idiotyp von B-Zell-Lymphomen erkennen, inhibieren in vitro die Proliferation
von Tumorzellen (van Endert et al., 1992). Auch bi-spezifische Antikörper (bsAk) werden zur
Tumortherapie eingesetzt. Sie weisen eine duale Spezifität anti-T Zelle x Anti-Tumorzelle auf
und stellen so  eine räumliche Nähe von Tumor-spezifischen T Zellen zu Tumorzelle her. Ist
der Anti-T Zell-Anteil z.B. gegen CD3 gerichtet, ist eine gleichzeitige Aktivierung der T Zelle
damit verbunden, die in der Zytolyse der Tumorzelle resultiert (van Spriel et al., 2000). Tu-
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mor-assoziierte Lymphozyten (TAL) aus humanen Ovarialkarzinomen können in Anwesen-
heit bi-spezifischer Antikörper autologe Tumorzellen in vitro ohne vorherige Aktivierung töten
(Strauß et al., 1999). Die Infusion eines bsAk wie anti-EpCAM x antiCD3 führt in Ovarialkar-
zinomen zur vollständigen oder teilweisen Remission der Aszitesbildung (Marmé et al.,
2002).
Eine Vielzahl tumor-immunologischer Studien befasst sich auch mit der Etablierung unter-
schiedlicher Immunisierungsstrategien. Eine prophylaktische Vakzinierung sollte eine le-
benslange Immunität vermitteln ohne eine Autoimmunität hervorzurufen. Hierzu sind aller-
dings nur Tumor-Antigene geeignet, die auch in einem Großteil der Tumoren eines Gewe-
bes, dagegen in gesunden Zellen nicht oder nur schwach exprimiert werden. Therapeutische
Vakzinierungen sind schwierig, da sich die Patienten oft in einem immunsupprimierten Zu-
stand befinden. Die ersten Immunisierungen, die in einigen Fällen zur Tumorregression
führten, wurden in Patienten mit B-Zell-Lymphomen durchgeführt. Hierzu wurde ein idiotypi-
sches Epitop benutzt, das aus dem Immunglobulin enstammt, das das jeweilige Lymphom
exprimiert. Daher musste die Therapie für jeden einzelnen Patienten maßgeschneidert wer-
den, was einen breiten Einsatz dieser Strategie erschwert (Hsu et al., 1996).
Prinzipiell können Tumorzellen selbst oder identifizierte Tumor-Antigene zur Vakzinierung
benutzt werden. So kann eine Immunisierung mit autologen Tumorzellen, Tumorzelllysaten
oder modifizierten Tumorzellen, die nach Transfektion zusätzliche ko-stimulatorische Mole-
küle oder Zytokine wie GM-CSF oder TNFα exprimieren, durchgeführt werden (Jaffee et al.,
2001, Ward et al., 2002, Dranoff et al., 2002). Diese Quellen für Tumor-spezifische Antigene
werden auch benutzt, um Antigen-präsentierende Zellen (APZs), meist dendritische Zellen
(DCs), zu beladen. DCs können auch direkt mit Tumor-spezifischer RNA oder DNA transfi-
ziert oder mit Viren transduziert werden, um die Expression von Tumor-Antigenen zu errei-
chen. Es werden auch Ansätze verfolgt, die Immunisierung gegen Tumor-Antigene mit auf-
gereinigten Peptiden oder Proteinen, mit Plasmid-DNA oder mit rekombinanten Viren durch-
zuführen. Auch die Wahl eines geeigneten Adjuvans, das die Aktivierung Tumor-speziischer
T Zellen unterstützen soll, kann die Effektivität einer Immunisierung beeinflussen. Adjuvan-
tien sollen APZs stimulieren, um die Aktivierung von T Zellen zu verbessern. Beipiele hierfür
sind Zytokine wie IL-2, GM-CSF, IL–12 oder IL-4 (Salgaller und Lodge, 1998) sowie un-
methylierte CpG-Dinukleotide.
1.2.4. Escape-Mechanismen
Obwohl Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs) in vitro Tumorzellen lysieren und durch Im-
munisierung in vivo Tumor-spezifische T Zellen generiert werden können, kommt es nur in
wenigen Fällen zur vollständigen Regression des Tumors. Die alleinige Präsenz Tumor-
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reaktiver Zellen ist also nicht ausreichend für eine Tumorabstoßung. Den malignen Zellen
gelingt es, der Überwachung durch das Immunsystem zu entgehen.
Ein Problem kann darin bestehen, dass die meisten Tumor-Antigene Selbst-Antigene sind.
Daher kann man die Induktion von Tumorimmunität auch mit der Induktion von Autoimmuni-
tät vergleichen (Nanda und Sercarz, 1995). Mechanismen des Immunsystems wie Ignoranz,
Deletion oder Anergie, die Autoimmunität unterbinden, müssen deshalb überwunden werden
(Speiser et al., 1997, Ochsenbein et al., 1999). Eine weitere Schwierigkeit ist, dass Tumor-
zellen durch die mangelnde Expression ko–stimulatorischer Moleküle Toleranz in den Tu-
mor-reaktiven Zellen induzieren können. Auch die Sekretion T Zell-inhibierender Faktoren
wie TGFβ, VEGF (vascular endothelial growth factor) oder IL–10 kann eine Immunsuppres-
sion herbeiführen. Im Fall von TGFβ beruht der immunsuppressive Effekt auf der Inhibiton
der Antigen-Präsentation, der T Zell-Proliferation und der Differenzierung von Th1 Zellen
oder ZTLs (Letterio und Roberts, 1998, Pasche, 2001). In Mausmodellen konnte gezeigt
werden, dass neutralisierende Antikörper gegen TGFβ die Tumor-Immunität verstärken
(Maeda und Shiraishi, 1996). Für die Funktion von CD8+ Effektorzellen ist z.B. das Unterbin-
den eines TGFβ-Signals essentiell (Gorelik und Flavell, 2001).
Auch durch die Reduktion oder den Verlust der Expression von MHC–Molekülen oder des
Tumor-Antigens können sich Tumorzellen der Erkennung durch spezifische ZTLs entziehen
(Vasmel et al., 1989, Dunn et al., 2002, Garrido et al., 1997). Der Verlust der Expression der
Tumor-Antigene Tyrosinase, MART-1 oder gp100 kann bei Melanom-Patienten mit einem
progressiven Wachstum assoziiert sein (de Vries et al., 1997, Hofbauer et al., 1998). Eine
verminderte oder abwesende MHC-Expression ist in vielen humanen Tumoren ebenfalls
dokumentiert, z.B. für Melanome, Kolonkarzinome und Prostata-Adenokarzinome (Stein et
al., 1988, Momburg et al., 1989, Algarra et al., 1997). Bei Brustkarzinomen ist dies in über
50% der Fälle zu beobachten (Cabrera et al., 1996). Ebenso kann die Beeinträchtigung der
Antigen-Prozessierung zu einer niedrigen MHC-Expression beitragen. Bei Lungentumoren,
Prostata- und Nierenkarzinomen kann eine verminderte Expression der Proteasom-
Untereinheiten LMP2 und LMP7 und der Peptidtransporter TAP1 und TAP2 beobachtet wer-
den (Restifo et al., 1993, Korkolopoulou, et al., 1996, Sanda et al., 1995, Seliger et al.,
1997). In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Re-Expression von
MHCI–Molekülen auf Tumorzellen in einer verminderten Tumorigenität resultiert (Wallich et
al., 1985, Hämmerling et al., 1986).
Der zytoxische Effekt von ZTLs wird durch die Expression von FasL, TNFα, Perforin und
Granzym B vermittelt. In Tumorzellen können die entsprechenden Rezeptoren oder Kompo-
nenten der intrazellulären Signalkaskaden herunterreguliert sein, um so der ZTL–vermittelten
Apoptose zu entgehen (Motyka et al., 2000, Medema et al., 2001). So sind z.B. der Verlust
des Fas–Gens oder Missense-Mutationen beim Melanom, multiplen Myelom und Non-
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Hodkin-Lymphom beschrieben (Shin et al., 1999, Landowski et al., 1997, Gronbaek et al.,
1998).
1.2.5. Tumormodelle in der Maus
Viele tumorimmunologische Studien am Tier werden mit Transplantationstumoren durchge-
führt. Tumorzellinien, aus spontanen oder induzierten Tumoren, werden hierbei meist durch
subkutane aber auch intramuskuläre oder intravenöse Injektion in Emfängertiere transplan-
tiert. Schnelles Tumorwachstum, leichte Manipulation, z.B. durch Transfektion zusätzlicher
Gene, und einfache Überwachung des Wachstums bei subkutanen Tumoren bieten hier ex-
perimentelle Vorteile. Es ist allerdings nicht überraschend, dass sich Transplantationstumo-
ren in der Maus und sporadische Tumoren im Menschen in ihrer Biologie unterscheiden. Im
Gegensatz zu humanen Tumoren, die aus einer einzelnen veränderten Zelle durch Erwerb
zusätzlicher Mutationen entstehen (Hanahan und Weinberg, 2000), werden Transplantati-
onstumoren bereits als voll transformierte Zellen in hoher Zahl appliziert. Im Menschen aller-
dings verläuft die Transformation graduell und unter möglicher Überwachung durch das Im-
munsystems. Dies kann zur Selektion von schwächer immunogenen Varianten führen
(Carswell, 1970, Morton et al., 1969; Bahler et al., 1987). Transplantierte Tumoren wachsen
ektopisch, also nicht am Entstehungsort, während Tumoren im Menschen autochthon ent-
stehen. Die Interaktion mit dem umgebenden natürlichen Gewebe kann daher nicht nachge-
stellt werden. Immunologisch gibt es Ansätze durch Vakzinierung oder Therapie, die Absto-
ßung von Transplantationstumoren zu erreichen. Allerdings wurde bereits in den 50er Jahren
festgestellt, dass transplantierte Tumoren immunogener sind als autochthone (Old et al.,
1962; Johnson, 1968; Prehn und Bartlett, 1987). In Transplantations-Modellen konnte zudem
nachgewiesen werden, dass Zellsuspensionen immunogener sind als transplantiertes Tu-
morgewebe (Singh et al., 1992, Ochsenbein et al., 1999). Aus einer Suspension können sich
einzelne Zellen lösen und im dränierenden Lymphknoten eine Aktivierung von T Zellen aus-
lösen (Yang et al., 1997). Um physiologischere Tiermodelle zu generieren, sollte daher ein
autochthones Tumorwachstum angestrebt werden.
1.2.5.1. Autochthone Tumormodelle
Die ersten autochthonen Tumor-Modelle in der Maus nutzten die Tatsache aus, dass be-
stimmte Inzuchtlinien spontan zur Tumorbildung neigen. In suszeptiblen Mausstämmen wie
B6C3F1 oder C3H treten zwar spontane Lebertumore auf, die Tumorentwicklung verläuft
aber sehr langsam und die Frequenz ist zu niedrig, um damit reproduzierbare Experimente
durchführen zu können (Tarone et al., 1981, Ward et al., 1979). Auch chemische Karzinoge-
ne wurden eingesetzt, um z.B. in suszeptiblen BALB/c-Mäusen durch Pristan die Bildung von
Plasmazytomen auszulösen. Safrol oder Vinylchlorid führen zur Bildung von  hepatozellulä-
rem Karzinom (HCC) (Lipsky et al., 1981, Emmerich et al., 1981). Allerdings sind die Latenz-
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zeiten sehr lang und die notwendige Dauergabe des Kanzerogens führt auch zur Tumorbil-
dung in anderen Organen (Drew et al., 1983). Chemisch induzierte Tumoren sind außerdem
sehr heterogen, da der überwiegende Teil der Tumoren individuell andere Mutationen auf-
weist. So konnten in individuellen Tumoren nur wenige gemeinsame Tumor-spezifische Anti-
gene identifiziert werden (Srivastava und Old, 1988).
Eine zuverlässige und vergleichsweise schnelle Tumorbildung wurde durch die ersten trans-
genen Modelle ermöglicht, in denen gewebespezifisch virale oder zelluläre Onkogene übe-
rexprimiert wurden (Brinster et al., 1984, Hanahan et al., 1985, Adams et al., 1985, Stewart
et al., 1984). Auch Knock-Out-Strategien kamen zum Einsatz, z.B. für das Tumorsuppressor-
Gen Retinoblastom Rb (Jacks et al., 1992).
Konventionelle transgene oder Knock-Out-Mäuse weisen alllerdings auch klare Nachteile
auf. Sie bergen nicht nur die Gefahr der embryonalen Letalität, auch die Züchtung kann
durch eine früh einsetzende Kanzerogenese erschwert werden. Der wichtigste Punkt ist a-
ber, dass sie als physiologische Modelle für die sporadische Tumorentstehung im Menschen
nur bedingt geeignet sind. Tumore entstehen aus einer einzelnen transformierten Zelle und
wachsen dann allmählich im Laufe von Monaten und Jahren durch die Akkumulation weiterer
genetischer und epigenetischer Veränderungen zu Primärtumoren heran (Hanahan, 1988;
Barrett, 1992; Weinberg, 1989, Hanahan und Weinberg, 2000, Hahn und Weinberg, 2002).
Das Wachstum wird nicht nur durch den Tumor selbst bestimmt, sondern auch durch das
umgebende normale Gewebe. Komponenten der „Tumorumgebung“ (microenvironment)
oder des Stromas, wie Fibroblasten oder Endothelzellen, beeinflussen die Tumorprogession
(Chang und Werb, 2001, Olumi et al., 1999, Carmeliet und Jain, 2000, Liotta und Kohn,
2001). In konventionellen Onkogen-transgenen Modellen aber tragen alle Zellen eines Orga-
nes die genetische Veränderung. Somit exprimieren alle Zellen des betroffenen Zelltyps das
Onkogen und können potentiell transformieren. Diese Situation ist im Menschen nicht anzu-
treffen.
Um diese Beeinträchtigungen zu umgehen, ist es notwendig, die Expression des Onkogens
gewebespezifisch und zeitlich kontrollieren zu können. Idealerweise soll die genetische Ver-
änderung nur in wenigen Zellen ausgelöst werden. Konditionale induzierbare Maus-Modelle
bieten hierzu die Möglichkeit. Bevor diese neue Technologie vorgestellt wird, soll zunächst
noch auf Lebertumoren und Maus-Modelle hierzu eingegangen werden.
1.2.5.2. Hepatozelluläres Karzinom und Lebertumormodelle
Hepatozelluläres Karzinom (HCC) ist mit 500.000 Toten pro Jahr die fünfthäufigste Tumorer-
krankung weltweit. Jegliche Substanzen, die zu einer chronischen Leberentzündung oder
auch Leberzirrhose führen, stellen Risikofaktoren dar. Hierzu zählen Alkoholmissbrauch oder
Infektionen mit Hepatitis B Viren HBV (vorwiegend in Asien und Afrika) oder Hepatitis C Vi-
ren HCV (vorwiegend in Europa, Nordamerika und Japan). In China oder Afrika erhöht auch
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die Aufnahme des Mykotoxins Aflatoxin (Aflatoxin B1 von Aspergillus flavus) aus kontami-
niertem Getreide das Risiko HCC zu entwickeln (Bruix et al.,  2004). Maligne Lebertumoren
entwickeln sich über Foci mit veränderten Hepatozyten (FAH = foci of altered hepatocytes)
oder dysplastischen Foci über neoplastische oder makroregenerative Knoten hin zu HCC.
Die Behandlung von HCC im Menschen beschränkt sich auf die chirurgische Entfernung des
Tumors, oft in Verbindung mit einer Lebertransplantation. Aber auch die perkutane Injektion
von Ethanol oder eine Chemoembolisation, bei der die Arterie mit Gelatine verschlossen wird
und gleichzeitig Chemotherapeuktika wie Cisplatin, Doxorubicin oder Mitomyzin verabreicht
werden, wird vor allem bei Knoten unter 3 cm eingesetzt (Llovet et al., 2003).
Die Bedeutung von HBV–Infektionen als Risikofaktor für HCC konnte in transgenen Maus-
Modellen gezeigt werden. Die Expression des HBV-Genoms oder des HBx-Gens führte zur
Bildung von Lebertumoren (Chisari et al., 1989, Kim et al., 1991). Neben Studien in suszep-
tiblen Mauslinien mit spontaner Tumorbildung in der Leber oder der chemisch induzierten
Leberkanzerogenese, werden in Mausmodellen meist transgene Tiere, z.B. für TGFα, c-myc 
oder TGFα/c-Myc, eingesetzt (Lee et al., 1992, Mukamari et al., 1993, Santoni-Rugiu et al.,
1996, Etiemble et al., 1994). Häufig wird auch das T(umor) Antigen TAg des Polyomavirus
SV40 (simian virus 40) für Onkogen-transgene Tiere verwendet.
1.2.5.3. SV40 T Antigen als Modell-Onkogen
Die Wahl von TAg bietet den Vorteil, dass es eine Vielzahl verschiedener Zellen transformie-
ren kann, darunter Zellen in der Leber (Sepulveda et al., 1989, Dubois et al., 1991,
R. Ganss, persönliche Kommunikation), im Fettgewebe (Fox et al., 1989), im Knochen
(Knowles et al., 1990, Schell et al., 2000), im Gehirn (Brinster et al., 1984, Schell et al.,
1999), im Auge (Mahon et al., 1987, Bradl et al., 1991), im Herzen (Behringer et al., 1988,
Rybkin et al., 2003), in der Lunge (Sandmoller et al., 1994), in der Haut (Bradl et al., 2001)
oder im Pankreas (Hanahan, 1985). Die frühe Region des SV40-Genoms kodiert für das
große T Antigen TAg, das kleine t Antigen tAg und das 17k t Antigen 17ktAg. Die unter-
schiedlichen Transkripte für TAg, tAg und 17ktAg werden durch alternatives Spleißen gene-
riert und haben daher die J-Domäne gemeinsam, die die Bindung an Hsp70 vermittelt. Die J-
Domäne ist notwendig für die zelluläre Transformation. Es ist allerdings unklar, ob Hsp70 der
hierfür relevante Bindungspartner ist (Sáenz-Robles et al., 2001). Neben der J–Domäne ist
das LXCXE–Motiv des T Antigens notwendig für die Transformation. Über dieses Motiv bin-
det TAg an die Mitglieder der Retinoblastom-Familie pRb, p107 und p130 (de Caprio, 1999).
Schließlich besitzt TAg auch eine Bindestelle für p53 und inaktiviert damit die Tumor-
suppressiven Eigenschaften von p53 (Pipas und Levine, 2001). Führt die T Antigen Expres-
sion zur Transformation von Zellen, so ist eine Korrelation zwischen Expressionstärke und
der Frequenz und Malignität der entstehenden Tumore gegeben (Husler et al., 1998, Kim et
al., 1994, van Dyke et al., 1987). Dennoch ist die TAg Expression alleine nicht ausreichend
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für eine vollständige Transformation von Zellen (Hanahan, 1995). Eine kontinuierliche Ex-
pression ist notwendig, um den transformierten Zustand aufrecht zu erhalten, da nach Sup-
pression von TAg der maligne Phänotyp verloren gehen kann. Ereignen sich während aus-
reichend langer TAg Expression zusätzliche Mutationen, kann ein TAg unabhängiges Tu-
morwachstum erreicht werden (Ewald et al., 1996, Manickan et al., 2001).
TAg Expression in der Leber führt in verschiedenen Mausmodellen zur Entwicklung von he-
patozellulärem Karzinom (HCC). In Abhängigkeit der verwendeten Promotoren gibt es aller-
dings Unterschiede hinsichtlich Kinetik, Gewebespezifität und Metastasenbildung. TAg Ex-
pression z.B. unter Kontrolle des α1-Antitrypsin-Promotors führt neben HCC auch zu Hy-
perplasien in Pankreas, Niere und Magen (Sepulveda et al., 1989), Expression unter Kon-
trolle des α-Amylase-Promotors auch zu Tumoren im braunen Fettgewebe (Fox et al., 1989).
Wird der humane Antithrombin–III–Promotor verwendet, treten Tumore erst nach fünf Mo-
naten auf (Dubois et al., 1991, Romieu et al., 1997, Romieu et al., 1998). In Albumin-TAg
transgenen Tieren ist die Tumorbildung leberspezifisch und erfolgt in drei bis sechs Monaten
(Sandgren et al., 1989; Hino et al., 1989). Erst in späten Tumorstadien ab 20 Wochen kommt
es zur Bildung von Metastasen in der Lunge (Hino et al., 1989).
1.2.5.4. Konditionale Mausmodelle
Die Generierung von Knock-out-Mäusen oder transgenen Mauslinien hat vielfältige Möglich-
keiten zur Analyse von Genfunktionen eröffnet. Der Einsatz dieser Technologie zeigt aber
auch Grenzen auf. Der Knock-out eines Genes beispielsweise kann zur embryonalen Letali-
tät führen und schließt damit die Analyse der Genfunktion im erwachsenen Tier aus. Daher
waren Methoden notwendig, die Genexpression steuern zu können und zwar im Hinblick auf
Gewebespezifität, Expressionszeitpunkt und Ausmaß, im Sinne von Zellzahl, der somati-
schen Veränderung. Konditionale Modelle bieten hier Vorteile. Diese Zwei-Komponenten-
Systeme bestehen aus einem Effektor-Transgen, dass die Expression des Zielgens oder
Ziel-Transgens kontrolliert (Lewandoski, 2001). Dabei steuert entweder das Effektor-
Transgen die Transkription des Zielgens oder das Zielgen kann durch Rekombination  akti-
viert oder inaktiviert werden.
1.2.5.4.1. Kontrollierte Genexpression durch transkriptionelle Transaktivie-
rung
Das Tetrazyklin-regulierbare System von Gossen und Bujard (1992) wird häufig eingesetzt,
wenn die Expression des Zielgens durch transkriptionelle Transaktivierung gesteuert werden
soll. Hierbei ist das Effektor-Transgen ein Fusionsprotein aus der Transaktivierungs-Domäne
von VP16 (Herpes Simplex Virus) und dem Tetrazyklin-Repressor-Protein (TetR) aus E. coli.
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Dieses Fusionsprotein tTA bindet spezifisch sowohl Tetrazyklin (Tet) oder Doxyzyklin (Dox)
als auch die Operator-Sequenz des tet Operons, die als Promotor für das Ziel-Transgen
dient, und aktiviert damit die Transkription. Das TetR-System steht in zwei Varianten zur
Verfügung. „Tet-off“: der Transaktivator tTA kann nicht an die DNA binden, solange Tet/Dox
anwesend ist. Daher findet während der Tet/Dox-Gabe keine Transkription des Zielgens
statt. „Tet–On“: der reverse Transaktivator rtTA bindet nur in Anwesenheit von Tet/Dox an
die Operator-Sequenz und steuert die Expression des Zielgens. So wird die Aktivität z.B. von
Luciferase in der Leber (Kistner et al., 1996), Myc  oder Bcr-Abl1 in hämatopoetischen Zellen
(Felsher und Bishop, 1999, Huettner et al., 2000), Huntingtin im Gehirn (Yamamoto et al.,
2000) oder H-rasV12G in Melanozyten (Chin et al., 1999) reguliert. Ein Vorteil des
Tet–Systems ist die Reversibilität der Genexpression.
Abb. 1: Das Doxyzyklin-regulierte System zur transkriptionellen Transaktivie-
rung.
Hierbei ist das Effektor-Transgen ein Fusionsprotein aus der Transaktivierungs-Domäne von
VP16 (Herpes Simplex Virus) und dem Tetrazyklin-Repressor-Protein (TetR) aus E. coli.
Dieses Fusionsprotein tTA bindet spezifisch sowohl Tetrazyklin (Tet) oder Doxyzyklin (Dox) ,
wie im obigen Beispiel, als auch die Operator-Sequenz des tet Operons, die als Promotor für
das Ziel-Transgen dient, und aktiviert damit die Transkription. Das TetR-System steht in zwei
Varianten zur Verfügung.
A)„Tet-off“: der Transaktivator tTA kann nicht an die DNA binden, solange Tet/Dox anwe-
send ist. Daher findet während der Tet/Dox-Gabe keine Transkription des Zielgens statt.
B) „Tet–On“: der reverse Transaktivator rtTA bindet nur in Anwesenheit von Tet/Dox an die
Operator-Sequenz und steuert die Expression des Zielgens.
GSP = gewebespezifischer Promotor
ZielgentetO
GSP
ZielgentetO
ZielgentetO ZielgentetO
GSPA
B
Tet-On
Tet-Off
Adaptiert nach Lewandoski, 2002
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Weitere Möglichkeiten zur transkriptionellen Regulation sind das Gal4/UAS-System (aus
Saccharomyces cerevisiae) (Ornitz et al., 1991) oder das lac Operator-Repressor-System
(aus E. coli) (Cronin et al., 2001). Der Transkriptionsaktivator Gal4 steuert die Transkription
durch Bindung an aufwärts gelegene Aktivator-Sequenzen (U(pstream)AS). Der lac Repres-
sor bindet an seine Operator-Sequenz vor dem Zielgen und blockiert damit die Transkription.
Durch Applikation des Laktose-Analogons IPTG kann diese Repression aufgehoben werden.
1.2.5.4.2. Kontrollierte Genexpression durch Rekombination
Die Mitglieder der Familie der λ Integrasen, Cre Rekombinase, Flp Rekombinase und
R Rekombinase, vermitteln die Rekombination zwischen DNA-Segmenten, die Ko-Faktor
unabhängig und sequenzspezisch zwischen sog. Erkennungsstellen erfolgt. Die Erken-
nungsstellen für die Cre (causes recombination) Rekombinase, einem 38 kDa Protein des
Bakteriophagen P1, sind die 34 bp langen loxP-Stellen (locus of crossing-over).  Die
loxP–Sequenz besteht aus einer 8 bp langen asymmetrischen richtungsgebenden Kernse-
quenz, die von zwei 13 bp langen invertierten Sequenzen umrahmt wird (Sadowski et al.,
1993). Die Flp Rekombinase (43 kDa) aus Saccharomyces cerevisiae, vermittelt die Rekom-
bination zwischen den 34 bp langen FRT–Stellen (Flp recognition target). Rekombinase R
stammt ebenfalls aus einer Hefe, Zygosaccharomyces rouxii, und arbeitet ähnlich wie Flp. In
transgenen Tieren kommen aber bisher nur Cre und Flp Rekombinasen zum Einsatz. Gene-
rell können Rekombinasen drei unterschiedliche Ereignisse vermitteln, die prinzipiell reversi-
bel sind (Abb 2). Liegen die Erkennungstellen in einer Kopf–zu–Schwanz Orientierung vor,
so erfolgt die Exzision des dazwischenliegenden DNA-Segmentes. Die Re-Integration ist
meist aber benachteiligt, da das intramolekulare Ereignis der Deletion bevorzugt stattfindet
(Metzger und Feil, 1999). Sind die Erkennungsstellen Kopf–zu–Kopf orientiert, kommt es zu
einer Inversion. Liegen die Erkennungsstellen auf unterschiedlichen DNA–Strängen, so er-
folgt eine Translokation der DNA–Abschnitte.
In transgenen Tieren kann diese Technologie zur spezifischen Aktivierung oder Inaktivierung
von Zielgenen genutzt werden (Abb 3). Hierbei ist das Cre/LoxP-System weitverbreitet.
LoxP-Stellen werden in die Ziel-DNA eingebracht und ins Genom integiert. Werden z.B.
Exone von loxP–Stellen flankiert („gefloxt“) so resultiert die Cre-vermittelte Deletion in der
Inaktivierung des Zielgens. Soll aber die Expression des Zielgens induziert werden, so wird
eine gefloxte „Stopp-Kassette“ zwischen Promotor und kodierender Sequenz eingefügt. Die-
se Stopp–Kassette enthält Sequenzen für Polyadenylierungssignale und Translationsstopp,
um die Expression des Zielgens zu verhindern. Zur Aktivierung muss die Stopp-Kassette
durch Cre-vermittelte Deletion entfernt werden. Sowohl das Zielgen als auch
Cre–Rekombinase kann durch die Wahl geeigneter Promotoren gewebespezifisch exprimiert
werden, wodurch sich vielfältige Kombinationsmöglichkeiten ergeben. So kann z.B. die
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Funktion eines Zielgens mit ubiquitärem Promotor durch gewebespezifische Cre-Expression
in unterschiedlichen Zelltypen untersucht werden.
Mittlerweile existiert eine Vielzahl transgener Mäuse mit gewebespezifischer Cre-Expression
(www.mshri.on.ca/nagy/cre.htm). Die Rekombination kann damit spezifisch in verschiedenen
Zelltypen erzielt werden, darunter in Endothelzellen (Constien et al, 2001), in T-Lymphozyten
(Gu et al., 1994), B-Lymphozyten (Rickert et al., 1997), Makrophagen (Takeda et al., 1999),
in β-Zellen des Pankreas (Postic et al., 1999), in der Leber (Postic et al., 1999), oder in Ke-
ratinozyten (Tarutani et al., 1997).
Abb. 2 : Das cre/loxP-Rekombinations-System.
A) Die Rekombination zwischen zwei loxP-Stellen, die im gleichen DNA-Molekül in inverser Orien-
tierung angeordnet sind (Kopf-zu-Kopf), führt zur Inversion des dazwischenliegenden DNA-
Abschnitts (intramolekulare Rekombination; cis) während B) eine gleichsinnige Orientierung der
loxP-Stellen (Kopf-zu-Schwanz) in der Exzision/Deletion des flankierten DNA-Abschnitts resultiert.
Das ausgeschnittete Segment verbleibt als zirkuläres Produkt. Wenn zwei loxP-Stellen auf zwei
verschiedenen DNA-Molekülen liegen (intermolekulare Rekombination; trans) kann Rekombination
entweder zu B) Integration oder C) Translokation führen.
D) Eine loxP-Sequenz besteht aus 34 Basenpaaren (Bp). Die 8 Bp lange asymmetrische Kernse-
quenz wird von zwei je 13 Bp langen invertierten Sequenzen (horizontale Pfeile) flankiert. Die bei-
den vertikalen Pfeile geben die Schnittstellen der Cre-Rekombinase an.
Inversion IntegrationExzision Translokation
A                                 B                                  C
5` ATAACTTCGTATA  ATGTATGC  TATACGAAGTTAT 3`
3` TATTGAAGCATAT  TACATACG  ATATGCTTCAATA 5`D
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Einige wenige Veröffentlichungen haben auch unerwünschte Effekte untersucht, die durch
eine starke Cre-Expression ausgelöst werden könnten. In der Maus sind Pseudo-loxP-
Stellen identifiziert worden, die der Rekombination durch Cre zugänglich sind, wenn auch mit
reduzierter Effizienz (Thyagarayan et al., 2000). In vitro kann eine hohe Cre–Aktivität zu
DNA-Schäden oder Wachstumsstopp führen (Pfeifer et al., 2001, Loonstra et al., 2001). In
vivo ist bisher nur bekannt, dass die Cre–Expression in Spermatiden zu chromosomalen
Abberationen führen kann (Schmidt et al., 2000). Die große Anzahl der bisher verfügbaren
Cre-transgenen Mauslinien und deren erfolgreicher Einsatz lassen allerdings vermuten, dass
diese unerwünschte Rekombination in vivo ein seltenes Ereignis ist.
ZielgenStopp
GSP
Zielgen Stopp
Abb 3: Kontrollierte Genexpression durch Rekombination.
Cre- oder Flp-Rekombinase katalysiert die Rekombination zwischen zwei loxP- oder frt-
Stellen. Hier resultiert die Rekombination in der Deletion des dazwischen liegenden Gen-
segmentes.
A) Die Transkription des Zielgens wird durch die Stopp-Kassette unterbunden, die einen
Transkription- und Translationsstopp darstellt. Nach Entfernen dieser Stopp-Kassette kann
das Zielgen exprimiert werden.
B) Wird ein essentieller Genbereich, z.B. ein Exon, von loxP/frt-Stellen flankiert, so resuliert
die Deletion der dazwischen liegenden Gensequenz in der Inaktivierung des Zielgens.
GSP = Gewebespezifischer Promotor
A
B GSP
Aktivierung
des Zielgens
Inaktivierung
des Zielgens
Adaptiert nach
Lewandoski, 2002
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Das Cre/loxP-System bietet den Vorteil, dass neben der gewebespezifischen
Cre–Expression auch die Aktivität von Cre zeitlich kontrolliert werden kann. Steht Cre unter
der Kontrolle des Mx1-Promotors, so kann die Expression durch Gabe von IFNα, IFNβ oder
polyI:C induziert werden (Kuhn et al., 1995). Auch eine Kombination des TetR-Systems mit
der Cre/loxP-Technologie kann zur gesteuerten Expression genutzt werden (Holzenberger et
al., 2000, St-Onge et al., 1996). Außerdem wurden Cre-Varianten entwickelt, die nur in An-
wesenheit eines exogenen Aktivators die Rekombination vermitteln. Dazu wird Cre genetisch
mit einer veränderten Liganden-Bindedomäne des Östrogen- vom oder Progesteron-
Rezeptor (Cre-ER oder Cre-PR) fusioniert (Feil et al., 1996, Kellendonk et al., 1996, Kellen-
donk et al.,1999, Schwenk et al., 1998). Durch Bindung synthetischer Steroide wie Tamoxi-
fen oder RU486 wird das Fusionsprotein aus der Bindung an Hitzeschockproteine im Zytop-
lasma entlassen, kann in den Kern translozieren und die Rekombination vermitteln. Wichtig
für eine kontrollierte Cre–Aktivität ist, dass der natürliche Ligand nicht mehr binden kann.
Neben der Verpaarung mit Cre-Mäusen ist die Transduktion mit Adenoviren eine weitere
Möglichkeit, Cre-Rekombinase in gefloxte Zielzellen einzubringen. Durch eine systemische
Applikation von Adenoviren, wird die Rekombination in Hepatozyten erzielt (Wakita et al.,
1998, Lee et al., 1997, Chang et al., 1999). Aber auch die lokale Applikation im Kolon, führt
zur Rekombination in den transduzierten Zellen (Shibata et al., 1997).
1.2.5.4.3. Adenoviren als Genvektoren
Von den 1953 entdeckten Adenoviren (Rowe et al., 1953) sind bis heute 120 unterschiedli-
che Serotypen bekannt (Flint, 2000). Im Menschen infizieren Adenoviren, die ein dop-
pelsträngiges lineares DNA Genom von ca. 36 kb tragen, epitheliale Zellen im Auge, Respi-
rations- der Gastro-Intestinal-Trakt und rufen meist Erkältungssymptome hervor. In rekombi-
nanten Adenoviren sind die Gene E1 und E3 deletiert, was zur Replikationsunfähigkeit führt.
Sie werden häufig als Genvektoren eingesetzt (meist vom Serotyp 5), da sie sowohl biolo-
gisch als auch methodisch einige Vorteile aufweisen: Adenoviren zeigen eine breite
Wirtsspezifität und können eine Vielzahl von Säugerzellen infizieren bzw. transduzieren. Im
Gegensatz zu Retroviren können Adenoviren sowohl sich teilende als auch ruhende Zellen
infizieren. Mit Ausnahme von Eizellen verbleibt das virale Genom in infizierten Zellen epich-
romosomal und führt daher nicht zu einer unbeabsichtigten Mutagenese durch Integration ins
Wirtsgenom (Shenk, 1996). Vorteilhaft für die Produktion rekombinanter Adenoviren ist die
hohe Aufnahmefähigkeit fremder DNA (bis zu 8 kb) (Berkner, 1988), sodass mehrere Gene
gleichzeitig exprimiert werden können. Außerdem können Adenoviren zu sehr hohen Titern
produziert werden (1010 – 1011 virale Partikel/ml).
Nachteilig ist die assoziierte humorale und zelluläre Immunantwort gegen adenovirale Kom-
ponenten selbst oder gegen das eingeschleuste Transgen (Yang et al., 1994, Yang et al.
1995).  Immundominante Epitope für zytotoxische T Lymphozyten (ZTLs) liegen abhängig
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vom Haplotyp in den E1A- oder E1B-Proteinen (Rawle et al., 1992). In Abwesenheit von E1
kann aber eine Immunantwort gegen immunrezessive Epitope generiert werden, allerdings
erst nach mehrfacher Injektion (Sparer et al., 1997).
1.2.5.4.4. Induzierbare Tumormodelle
Tumormodelle in der Maus haben dazu beigetragen, die Rolle von Tumor-asssoziierten Mu-
tationen besser zu verstehen. Durch sie konnte der onkogenen Mutation ein biologischer
Phänotyp zugeordnet werden. Induzierbare Tumormodelle erlauben neben der gewebespe-
zifischen und zeitlichen Kontrolle auch die Titration der Zellzahl, in der die somatische Ver-
änderung induziert wird. Sie bieten ebenfalls die Möglichkeit, z.B. mit Hilfe einer Genomana-
lyse molekulare Veränderungen zu analysieren. Dies erlaubt einen Vergleich der Tumoren in
Maus und Mensch oder kann dazu beitragen, neue „Krebsgene“ oder Signalwege zu ent-
schlüsseln. Dennoch ist zu bedenken, dass Mausmodelle zwar wichtige Charakteristika der
Tumorenstehung im Menschen modellieren können, es treten aber dennoch Spezies-
spezifische Unterschiede z.B. in den Signalkaskaden auf. Das Verständnis dieser Unter-
schiede ist wichtig, um in verbesserten Tiermodellen mögliche chemische oder biologische
Tumortherapien testen und evaluieren zu können.
Auch die Abhängigkeit der Tumorprogression von der Onkogen-Expression in unterschiedli-
chen Zelltypen kann untersucht werden. Das Verständnis der Tumor-spezifischen Akkumu-
lation von Mutationen ist unerlässlich, um die Suszeptibilität der einzelnen Tumorformen auf
eine angewandte Therapie abzustimmen und damit die Erfolgschancen zu erhöhen. Derarti-
ge Studien können in Tet-regulierbaren Mausmodellen durchgeführt werden. Ein Beispiel
hierfür ist die Doxyzyklin-induzierte TAg-Expression in der Speicheldrüse, die zur Bildung
von Hyperplasien führt. Wird die Onkogen-Expression nach 4 Monaten gestoppt, so bilden
sich diese zurück. Nach 7 Monaten kontinuierlicher Dox-Gabe wird, vermutlich durch den
Erwerb zusätzlicher Mutationen, ein TAg-unabhängiges neoplastisches Wachstum erreicht
(Ewald et al., 1996). Auch die Entwicklung von Melanomen durch Induktion von H-Ras (bei
gleichzeitigem Knock-out für Ink4A) (Chin et al., 1999), von Lymphomen durch c–myc (Fels-
her et al., 1999) oder von Adenokarzinomen in Brustgewebe ebenfalls durch c-myc (D’Cruz
et al., 2001) ist nach Beenden der Onkogen-Expression reversibel. In diesen Modellen kann
es aber nach Rückbildung des Primärtumors in einigen Tieren durch den Erwerb zusätzlicher
Mutationen zum Wachstum von Tumoren kommen, die unabhängig von der regulierbaren
Onkogen-Expression entstehen. In einem Modell für K-Ras-induzierte Lungentumoren
konnte auch die Kooperation onkogener Stimuli gezeigt werden. In Tieren, die zusätzlich
defizient für p53 oder Ink4A/Arf sind, entwickelten sich die Karzinome schneller (Fisher et al.,
2001).
Mittlerweile existieren auch Tumor-Modelle, die durch Rekombination die Tumorbildung in-
duzieren. Die Flp-vermittelte Inaktivierung von Rb führt zur Bildung von Tumoren in der Hirn-
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anhangdrüse (Vooijs et al., 1998). Durch Verpaarung mit Cre–Mäusen kommt es zur Bildung
von Tumoren in der Linse des Auges (Lakso et al., 1992), der Brust (Xu et al., 1999) oder
des Gehirns (Marino et al., 2000). Die Bildung von kolorektalen Adenokarzinomen kann
durch Cre-Adenoviren induziert werden (Shibata et al., 1997).
1.2.5.4.5. Modell für die Bildung von Hepatozellulärem Karzinom durch die
Cre-vermittelte Induktion der T Antigen Expression
In unserer Arbeitsgruppe wurden kondtitionale Mauslinien hergestellt, die transgen für die
frühe Region des SV40 Virusgenoms (Simian Virus 40) sind, die das große und kleine
T(umor) Antigen kodiert (Sacher, 2000). Die Expression dieser T Antigene kann zur Trans-
formation von Zellen in fast allen Organen führen. In unserem Modell sollte die Onkogen-
Expression in der Leber mit Hilfe des Cre/loxP-Systems initiiert werden, wodurch die Tu-
morinduktion im erwachsenen Tier ermöglicht wird.
In der kondtitional-transgenen Mauslinie AST (Albumin-floxstop-T Antigen) steht die Aktivität
des T Antigens (TAg) unter der Kontrolle des Albumin-Promotors/Enhancers, um eine leber-
spezifische Expression zu gewährleisten. Zwischen Promotor und Onkogen wurde eine von
loxP–Stellen flankierte Stopp-Kassette platziert, die einen Transkriptions- und Translati-
onsstopp darstellt. Diese Stopp-Kassette kann durch Cre-Rekombination entfernt werden,
was in der Onkogen-Expression resultiert (Abb. 4).
Für eine weitere kondtitional-transgene Mauslinie, ATI (Albumin-TAg-invers), wurde ebenfalls
die frühe Region von SV40 unter Kontrolle des Albumin-Promoters/Enhancers benutzt. Hier
ist jedoch die Onkogen-Sequenz invertiert und von gegensinnig orientierten loxP-Stellen
flankiert. Cre-Rekombination führt zu einer Inversion der gesamten Onkogen-Sequenz und
damit zur Expression (Abb. 4).
Durch Verpaarung der ATI und AST Tiere mit cre-deleter Tieren, die Cre-Rekombinase unter
einem ubiquitären Promotor konstitutiv in allen Geweben exprimieren (Schwenk et al., 1995;
Lakso et al., 1996), wurde bereits gezeigt, dass die Transgene der Rekombination zugäng-
lich sind (Sacher, 2000). Die Rekombination führte zur Bildung von Hepatozellulären Karzi-
nomen in 3 von 11 (ATIxcre-deleter) F1 Tieren der Linie 1 und in 6 von 6 (ATIxcre-
deleter) F1 Tieren der Linie 14 ab einem Alter von sechs Monaten. In (ATIxcre-deleter) F1
Tieren konnte keine Transformation in anderen Organen außer der Leber beobachtet wer-
den. In den drei untersuchten Tieren der unrekombinierten parentalen ATI Linie 1 wurde kei-
ne Tumorbildung festgestellt. 2 von 9 (ASTxcre-deleter) F1 Tieren entwickelten ebenfalls
Lebertumoren im Alter von 3 Monaten.
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Abb. 4: Zwei Strategien der cre/loxP-vermittelten Induktion des SV40 T Antigens.
Im ersten Ansatz (AST) soll eine von loxP-Stellen flankierte Transkriptions- und Translations-
Stopp-Kassette zwischen Promotor und Onkogen durch das Einbringen von Cre-Rekombinase
induzierbar deletiert werden. Für die Deletion müssen die loxP-Stellen gleichsinnig an den En-
den der Stopp-Kassette positioniert werden. Im zweiten Ansatz (ATI) soll eine invertierte
TAg–Sequenz in sense-Orientierung gebracht werden, indem die gegensinnig orientierten
loxP–Stellen durch Cre rekombiniert werden, was in einer Inversion der gesamten TAg-Sequenz
resultiert und Expression ermöglicht.
Alb-floxstop-TAg (AST)             Alb-TAg-invers (ATI)
Alb-P/E    SV40 frühe Region                Alb-P/E      SV40 frühe Region
Alb-P/E   floxstopp-   SV40 frühe Region
                Kassette AlbP/E      SV40 frühe Region
(invers)
antisense RNA
loxP (34 bp) : 5’ ATAACTTCGTATA GCATACAT  TATACGAAGTTAT  3’`
Deletion           Cre-Rekombinase         Inversion
sense RNA
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2. FRAGESTELLUNG
Experimentelle Tumorstudien, die mit ektopisch wachsenden Transplantationstumoren
durchgeführt werden, können die physiologische Situation der sporadischen Tumorentste-
hung nicht reflektieren. Auch autochthone Onkogen-transgene Modelle vermögen dies nur
bedingt, da hier alle Zellen eines Gewebes das Onkogen exprimieren. Natürlicherweise ent-
steht ein Tumor aber ausgehend von einer einzelnen veränderten Zelle und wächst erst all-
mählich zu einem malignen Gewebe heran. Wünschenswert sind daher Tumormodelle, in
denen die Onkogenexpression gewebespezifisch, zeitlich und in ihrem Ausmaß kontrolliert
werden kann. Konditionale Mausmodelle bieten hierzu die Möglichkeit. Wir haben das Cre-
loxP-System benutzt, um die Expression eines Onkogens zu induzieren.
In unserer Arbeitsgruppe wurden Mauslinien hergestellt, die transgen für die frühe Region
des SV40 Virusgenoms (Simian Virus 40) sind (Sacher, 2000). Die Expression der darin ko-
dierten T Antigene (TAg) kann zur Transformation von Zellen in fast allen Organen führen.
Durch Einsatz des Albumin-Promotor/Enhancers wurde hier eine leberspezifische Expressi-
on angestrebt. Die Expression des Onkogens TAg kann durch Cre-vermittelte Rekombination
induziert werden. Zu Beginn der Arbeit waren die transgenen Mauslinien ATI und AST vor-
handen (Abb. 4), von denen einige Tiere nach Kreuzung mit cre–deleter Tieren, die Cre ubi-
quitär exprimieren, Tumoren in der Leber entwickelten (Sacher, 2000).
Aufbauend auf diesen Vorarbeiten, sollte ein Mausmodell für ein induzierbares, autochtho-
nes Hepatokarzinom etabliert werden. Hierzu waren folgende Aufgaben zu lösen.
1. Identifizierung einer konditional-transgenen Mauslinie mit reproduzierbarem Tu-
morwachstum nach konstitutiver Cre-Rekombination:
Aus den vorhandenen Mauslinien sollte zunächst diejenige ausgewählt werden, die nach
Kreuzung mit cre-deleter Tieren Hepatokarzinome mit hoher Inzidenz, zuverlässigem Verlauf
und in einem experimentell sinnvollen Zeitraum von etwa drei Monaten bilden konnte. Die
Tumorbildung sollte sich auf die Leber beschränken. Unrekombinierte sollten frei von Tumo-
ren bleiben.
2. Induktion von Hepatokarzinomen im erwachsenen Tier:
Die konditional-transgene Mauslinie mit den oben beschriebenen Eigenschaften sollte für
Induktionsversuche eingesetzt werden mit dem Ziel, die Onkogen-Expression und Zelltrans-
formation nur in einem Teil der Heptozyten dieser Tiere zu einem beliebigen Zeitpunkt zu
initiieren. Dies sollte mit Cre-Plasmiden, verpackt in Liposomen oder komplexiert mit polyka-
tionischen Substanzen, oder rekombinanten Adenoviren erreicht werden.
3. Immunologische Charakterisierung der konditional-transgenen Mauslinie:
SV40 TAg bietet den Vorteil, dass es auch als T-Zell-Antigen dient, da einzelne Peptide über
MHC–Moleküle dem Immunsystem präsentiert werden können. Es standen T–Zellrezeptor
                                                                                                                                 Fragestellung
- 29 -
(TZR)-transgene Mauslinien zur Verfügung, die TAg-Epitope entweder durch CD8 T Zellen
auf MHC Klasse I (H-2Kk) oder durch CD4 T Zellen auf MHC Klasse II (I–Ak) erkennen kön-
nen. Frühere Studien der Arbeitsgruppe mit transgenen Tieren, in denen die Expression ei-
nes Transgens induziert werden konnte, hatten gezeigt, dass sehr geringe Mengen an Anti-
gen, die durch RT-PCR kaum nachzuweisen waren, bereits zu T Zelltoleranz in vivo führen
konnten (Ferber et al., 1994). Es sollte daher der Immunstatus der konditional-transgenen
Tiere in Abwesenheit von Cre-Rekombination mit Hilfe der TZR-transgenen Tiere bestimmt
werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1. Material
3.1.1. Bezugsquellen
3.1.1.1. Chemikalien
Chemikalien und Grundsubstanzen wurden von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Serva
(Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Invitrogen (Eggenstein), und Roth
(Karlsruhe) bezogen.
3.1.1.2. Enzyme
Restriktionsenzyme und andere DNA/RNA modifizierende Enzyme wie T4 DNA-Ligase, CIP
(calf intestine phosphatase), Klenow-Enzym, T4-DNA-Polymerase, DNase, RNaseA, Rever-
se Transkriptase wurden von den Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Vereinzelt
wurden Enzyme der Firmen Roche (Mannheim), Promega (Mannheim), New England Bio-
labs (Bad Schwalbach), Stratagene (Amsterdam, Niederlande), Sigma (Deisenhofen), Bioron
(Ludwigshafen) und Invitrogen BRL (Eggenstein) verwendet.
3.1.1.3. Einmalartikel
Die Plastikartikel für die Zellkultur und die molekularbiologischen Arbeiten wurden von den
Firmen Eppendorf (Hamburg), Gilson (Villiers le Bel, Frankreich), Greiner (Frickenhausen),
Falcon (BD Biosciences, Heidelberg), Nalgene, Nunc, Starlab und TPP (Renner, Dannstadt)
bezogen.
3.1.2. Verwendete Kits
Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus 
Agarosegelen über Säulen
RNeasy Total RNA Kit (Qiagen) Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe-
Homogenisaten über Säulen
Adeno-X Virus Purification Kit (BD 
Clontech)
Isolierung und Aufreinigung 
rekombinanter Adenoviren
Adeno-X Rapid Titer Kit (BD Clontech) Titerbestimmung rekombinanter 
Adenoviren
Cytofix/Cytoperm Kit (BD Pharmingen) Fixierung und Permeabilisierung von 
Zellen zur Färbung intrazellulärer 
Antigene für FACS-Analysen
Endofree Plasmid Kit (Qiagen) Präparation von endotoxinfreier Plasmid-
DNA
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3.1.3. Geräte
Brutschrank 3029 Forma Scientific
Elektrophoresekammern Easy Cast MWG Biotech GmbH (Ebersberg)
Eismaschine Wessamat Zugck (Leimen)
FACScan/FACS-Calibur Becton Dickinson (Heidelberg)
FastPrep Instrument Qbiogene (Heidekberg)
Flüssigstickstoff-Lagerbehälter Messer Griesheim (Düsseldorf)
Fluoreszenz-Mikroskop Axiophot 2 Zeiss (Jena)
Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert Zeiss (Jena)
Gamma-Strahlungsmeßgerät Cobra Packard (Dreieich)
Gefriertrockner Alpha 1-2 Christ (Osterode)
Gewebehomogenisator PolytronPT 2100 Kinematica
Kaltlichtlampe KL 1500-Z Schott (Göttingen)
Kryostat Leica CM30505 Leica (Nußloch)
Kühlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus (Osterode)
Kühl- und Gefrierschränke Liebherr; Bosch
Lumi-Imager Boehringer Mannheim
Magnetrührer, Heizplatte MR 3002 Heidolph
Mikroskop Olympus
PCR-Block Peltier Thermal Cycler 200 MJ Research Inc. (Watertown, USA)
pH-Meter 761 Calimetric Knick
Photometer Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech
Reflotron Plus Scil (Viernheim)
Rotationsverdampfer Heidolph
Schüttelinkubator Incubator Shaker 6725 New Brunswick Scientific GmbH
(Schüttel-)Wasserbad Köttermann (Hänigsen)
Schüttler HS 501 digital IKA Labortechnik; Janke+Kunkel
Spannungsgeräte Biometra P25 Biotron (Göttingen)
Stereolupe Leitz
Sterilbank Biogard Hood Baker Company Inc. (Maine, USA)
Thermomixer compact Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus (Osterode)
Ultraschallgerät Sonofier 250 Branson (Connecticut, USA)
UV-Flächenstrahler Konrad Bender (Wiesloch)
Vakuumofen Heraeus (Osterode)
Videografikdrucker UP 890CE Hitachi
Waagen Satorius (Göttingen); Mettler
Zentrifuge Minifuge 2 Heraeus Christ (Osterode)
Zentrifuge Omnifuge 2,0 S Heraeus Sepatech (Osterode)
Zentrifuge TJ-6 Beckmann (Palo Alto, CA, USA)
Zentrifuge Sorvall RC5C Plus Kendro 
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3.1.4. Puffer und Lösungen
In der Regel wurden die Lösungen mit doppelt deionisiertem und autoklaviertem Wasser
angesetzt. Für die Elektrophoresepuffer genügte einfach deionisiertes Wasser. Bei Lösun-
gen, die als konzentrierte Stammlösung angesetzt werden, ist der Konzentrationsfaktor in
Klammern angegeben. Lösungen, die feucht autoklaviert werden (121°C, 25 Min) sind mit *
gekennzeichnet. Bei Lösungen, die nicht bei Raumtemperatur aufbewahrt werden, ist die
Temperatur in Klammern angegeben. Die Prozentangaben beziehen sich sofern nicht anders
angegeben auf Gewicht pro Volumeneinheit (w/v).
CIP-Puffer (10x) (-20°C): 100 mM Tris/HCl pH 7.5; 100 mM MgCl2
dNTP-Mix (10x) (-20°C): 2 mM dATP; 2 mM dTTP; 2 mM dCTP;      
2 mM dGTP
Fixierlösung B: 2% Formaldehyd; 0.2% Glutaraldehyd
Gewebepuffer: 100 mM Tris/HCl pH 8.5; 200 mM NaCl;  
5 mM EDTA; 0.2% SDS
KaAc/HCOOH-Puffer (4°C): 3 M KaAc; 5% HCOOH
Ladepuffer (-20°C): 0.1% Bromphenolblau; 0.1% Xylen 
Cyanol FF; 15% Glyzerol
Ligationspuffer (10x) (-20°C): 500 mM Tris/HCl pH 7.5; 100 mM MgCl2; 
20 mM DTT; 20 mM Spermidin
Lysepuffer (Maxi): 200 mM NaOH; 1% SDS 
NaOH/SDS-Puffer: 200 mM NaOH; 1% SDS
PBS (10x)*: 1.3 M NaCl; 0.026 KCl; 0.015 M KH2PO4; 
0.04 M Na2HPO4-2 H2O; 
PCR-Puffer (10x): 100mM Tris (pH 8.3), 500mM KCl, 25mM 
MgCl2-6H2O
Prälyse-Puffer (Maxi): 50mM Glukose; 25mM TrisHCl (pH 8.0); 
10mM EDTA
Restriktionspuffer (-20°C) B+ (10x): 100 mM Tris/HCl (pH 7.5); 100 mM 
MgCl2; 1mg/ml BSA
Restriktionspuffer (-20°C) G+ (10x): 100 mM Tris/HCl (pH 7.5); 100 mM 
MgCl2; 500mM NaCl, 1mg/ml BSA
Restriktionspuffer (-20°C) O+ (10x): 500 mM Tris/HCl (pH 7.5); 100 mM 
MgCl2; 1M NaCl, 1mg/ml BSA
Restriktionspuffer (-20°C) R+ (10x): 100 mM Tris/HCl (pH 8.5); 100 mM 
MgCl2; 1M KCl, 1mg/ml BSA
Restriktionspuffer (-20°C) Y+/Tango (2x): 66mM Tris-Azetat (pH 7.9); 20mM Mg-
Azetat; 132 mM KaAzetat; 0,2mg/ml BSA
Rf 1: 100 mM RbCl; 50 mM MnCl2; 30 mM 
KaAc; 10 mM CaCl2; 15% Glyzerin
Rf 2: 10 mM MOPS; 10 mM RbCl; 75 mM 
CaCl2; 15% Glycerin
TAE (10x): 400 mM Tris/HAc pH 7.4; 50 mM NaAc; 
10 mM EDTA
TE (10x): 100 mM Tris/HCl pH 8.0; 100 mM EDTA
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3.1.5. Bakterienstämme
DH1 (F- gyrA96 (Nalr) recA1 rel A1 endA1 thi-1 hsdR17(rk-, mk+) glnV44)
DH5α (E. coli. F- deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1)
BJ5183 (E. coli. endA sbcBC recBC galK met- thi-1 bioT hsdR (Strr))
3.1.6. Zellinien
Für Toleranzstudien wurden die murinen Fibrosarkom-Zellinien AG401A und AG401A–TAg
verwendet. AG401A-Zellen wurden ursprünglich aus einem spontanen Fibrosarkom aus C3H
Mäusen isoliert (Wick et al., 1989), AG401A–TAg ist eine AG401A-Transfektante, die stabil
SV40 T Antigen exprimiert und von R. Ganss zur Verfügung gestellt wurde (unsere Arbeits-
gruppe).
CV1–5B Zellen (Nierenzellen der grünen Meerkatze) (Kellendonk et al., 1996) dienten als
Reporterzellinie zum Nachweis der Cre-vermittelten Rekombination durch Cre-Adenoviren.
CV1–5B-Zellen enthalten ein gefloxtes lacZ Gen, das nur nach Cre-vermittelter Rekombina-
tion β-Galactosidase exprimiert.
Die humane Zellinie 293A aus embryonalen Nierenzellen wurde zur Produktion rekombi-
nanter Adenoviren benutzt und stellt die adenoviralen Proteine Ad5 E1A und E1B in trans zur
Verfügung.
3.1.7. Medien
Die für die Zell- und Bakterienkultur verwendeten Medien und Medienzusätze wurden von
den Firmen Invitrogen (Eggenstein), Difco (Detroit/USA) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.
3.1.7.1. Medien für Bakterien
LB-Medium: Trypton (10 g/l), Hefeextrakt (5 g/l), NaCl (10 g/l)
Antibiotika Stammlösungen: Amp50 (50 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in H2O)
Kana50 (50 mg/ml Kanamycin (Na-Salz) in H2O)
LB-Medium für Bakterienkulturen wird mit deionisiertem H2O angesetzt, der pH auf 7.5 ein-
gestellt und anschließend autoklaviert (121°C, 25 Min). Zum Gießen von Agarplatten wird
dem Medium vor dem Autoklavieren 1.5% Agar zugesetzt, und der Bakterien-Agar nach dem
Abkühlen auf Handwärme in 10 cm Petrischalen gefüllt (ca. 20 ml/Schale). Die Platten wer-
den mit leicht geöffnetem Deckel unter der Sterilbank stehen gelassen, bis der Agar erstarrt
und ausreichend getrocknet ist. Für Selektiv-Medium bzw. -Agar wird nach dem Abkühlen
auf ca. 60°C das entsprechende Antibiotikum aus der 1000x Stammlösung zugesetzt. Nicht
sofort verwendete Platten können bei 4°C maximal 3 Monate gelagert werden.
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3.1.7.2. Medien für die Zellkultur
Die Grundmedien werden durch Zugabe von Medienzusätzen aus in der Regel 100x Stamm-
lösungen ergänzt. Fötales Kälberserum (FKS) wird vor Gebrauch 45 Min bei 56°C erhitzt, um
Komplementfaktoren zu inaktivieren. L-Glutamin ist instabil, und wird dem Komplett-Medium
nach 2 Wochen erneut zugesetzt.
3.1.8. Mauslinien
Alle Mauslinien entstammen aus eigener Züchtung. Die Linien cre-deleter, RA/EG, ROSA26
und TG-B lagen homozygot vor. AST Mäuse wurden mit C3H/HeF verpaart. Doppeltransge-
ne (doppelhemizygote) Tiere wurden durch Kreuzung von AST mit cre-deleter, TAgTCR1
oder TG-B Tieren erhalten und die F1 Generation in den Experimenten eingesetzt. TAgTCR1
Tiere exprimieren einen transgenen T Zell-Rezeptor (TZR), der I–Ak zusammen mit dem
T Antigen Peptid 362-384 (TNRFNDLLDRMDIMFGSTGSADI) erkennt. TG-B Tiere sind
transgen für einen TZR, der H–2Kk zusammen mit dem  T Antigen Peptid 560-568
(SEFLLEKRI) erkennt.
Grundmedium Zusätze
T-Zell-Medium RPMI 10% FCS, 100 U/ml Pen/Strep, 2 mM Gln, 10 mM HEPES, 
0.1 mM β-MSH, 1 mM Na-Pyruvat
QBI-293A DMEM 10% FCS, 100 U/ml Pen/Strep, 2 mM Glx-1, 10 mM 
HEPES,4.5 g/l Glc, 1 mM Na-Pyruvat
CV1-5B DMEM 10% FCS, 100 U/ml Pen/Strep, 2 mM Gln
AG104A DMEM 5% FCS, 100 U/ml Pen/Strep, 2 mM Gln, 10 mM HEPES, 
0.1 mM β-MSH, 1 mM Na-Pyruvat
AG104A-Tag DMEM 5% FCS, 100 U/ml Pen/Strep, 2 mM Gln, 10 mM HEPES, 
0.1 mM β-MSH, 1 mM Na-Pyruvat, 250 µg/ml G418
Mauslinie (MHC-Haplotyp) Referenz
Inzuchtlinien C57BL76 (H-2b)
C3H/HeBFe (H-2k)
Transgene Linien AST (H-2k) Sacher, 2000
ATI (H-2k) Sacher, 2000
cre-deleter  (H-2b) Schwenk et al ., 1995
RA/EG (H-2b) Constien et al. , 2001
ROSA26R (H-2b) Soriano P, 1999
TagTCR1 (H-2k) Förster et al ., 1995
TG-B (H-2k) Geiger et al ., 1992
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3.1.9. Antikörper
Monoklonale Antikörper, die in der Durchflußzytometrie verwendet wurden, wurden als Bio-
tin- oder Fluorochrom-Konjugate (FITC, PE, PerCP-Cy5.5, APC) von der Firma BD Bioscien-
ces (Heidelberg) bezogen.
Antikörper Spezifität (Maus) aus Isotyp Referenz
TM-β1 CD122 Ratte IgG2b Tanaka et al. , 1991
2.4G2 CD16/32 Ratte IgG2b Unkeless et al. , 1979
1D3 CD19 Ratte IgG2a Krop et al. , 1996
7D4 CD25 Ratte IgM Malek et al. , 1993
GK1.5 CD4 Ratte IgG2b Dialynas et al. , 1983
RM4-5 CD4 Ratte IgG2a Nakamura, 1992
IM7 CD44 Ratte IgG2b Trowbridge et al. , 1992, Lesley et al. , 1982
MEL-14 CD62L Ratte IgG2a Gallatin et al. , 1983
H1.2F3 CD69 Hamster IgG1 Yokoyama et al. , 1988
53-6.7 CD8a Ratte IgG2a Ledbetter & Herzenberg, 1979
K10.56-1 H-2Kb Maus IgG2b Hämmerling et al. , 1982
H100.27.55 H-2Kk Maus IgG2b Lemke et al. , 1979
M5/114.15.2 I-A/I-E Ratte IgG2b Bhattacharya et al. , 1981
H116.32 I-Ak, r Maus IgG2b Lemke et al. , 1979
P7/7 I-Ab, d, f, k Ratte IgG2b Momburg et al. , 1986
XMG1.2 IFNγ Ratte IgG1 Cherwinski et al. , 1987
9H5.6 TAgTCR1 TZR Maus IgG2a Förster et al. , 1995
MR5.2 Vβ 8.1/8.2 Maus IgG2a Kanagawa, 1988
G235-2356 TNP-KLH Hamster IgG1
A110-1 unbekannt Ratte IgG1
A95-1 unbekannt Ratte IgG2b
G155-178 unbekannt Maus IgG2a
R35-95 unbekannt Ratte IgG2a
R4-22 unbekannt Ratte IgM
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3.1.10. PCR-Primer
Die folgenden PCR-Primer wurden mit dem Computerprogramm Primer-Select aus dem La-
sergene Software-Paket ausgewählt.
3.1.11. Peptide
Die Peptide wurden mittels Festphasensynthese nach der Fmoc/tBU-Strategie von Dr. R.
Pipkorn (DKFZ, Heidelberg) synthetisiert. Die Peptide wurden über HPLC aufgereinigt und
das Produkt massenspektrometrisch überprüft.
Primer zum Nachweis von Transgenen in Schwanz-DNA:
β2m-1 (22-mer) 5'-CACCGGAGAATGGGAAGCCGAA-3'
β2m-2 (22-mer) 5'-TCCACACAGATGGAGCGTCCAG-3'
Tag-1 (26-mer) 5'-GGACAAACCACAACTAGAATGCAGTG-3'
Tag-2 (21-mer) 5'-CAGAGCAGAATTGTGGAGTGG -3'
TCR8G-1 (-mer) 5'-CCCTCATTGTCCCAGAGGGAGCCA TGAC-3'
TCR8G-2 (-mer) 5'-CCCCCTCCGAATGTGAGCTTGGCACCTGC-3'
TCR8A-1 (-mer) 5'-GGGTGAACTTCCAGCAGAAGG-3'
TCR8A-2 (-mer) 5'-TCCGAATGTAAGCTTGGCACCT-3'
TagTCR1-1 (-mer) 5'-GGACAAACCACAACTAGAATGCAGTG-3'
TagTCR-2 (-mer) 5-'CAGAGCAGAATTGTGGAGTGG-3'
Primer zum Nachweis von Rekombination von loxP Stellen im Mausgenom:
5´floxstop-del-Tag (19-mer) 5‘-GTCGACGGTATCGATAAGC-3‘
3´floxstop-del-Tag (19-mer) 5‘-CAGAAGCCTCCAAAGTCAG-3‘
ATI1 s (19-mer) 5‘-GTGGGGGTGGGGTTAGAGG-3‘
ATI2 s (24-mer) 5‘-TAGAAGAATGGATGGCTGGAGTTG-3‘
ATI2 as (24-mer) 5‘-CAACTCCAGCCATCCATTCTTCTA-3‘
ATI3 s (24-mer) 5‘-GGGGAGTCCAGAGATTTGCCTTCA-3‘
ATI3 as (24-mer) 5‘-TGAAGGCAAATCTCTGGACTCCCC-3‘
Für RT-PCR Analysen wurden folgende Primer benutzt:
 
HGPRT1 (25-mer) 5‘-GTTGGATCAAGGCCAGACTTTGTTG-3‘
HGPRT2 (23-mer) 5‘-GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT-3‘
SV6 (25-mer) 5‘-GGAGTAAAATATGCTCATCAACCTG-3‘
SV9 (24-mer) 5‘-GTAGCCTCATCATCACTAGATGGC-3‘
SVG-1 (-mer) 5'-TGGCCTTCTAGGTCTTGAAAGGAG-3'
SVG-2 (-mer) 5'-AGGACTTCCACCACTGcTCCCATTCATC-3'
cre3 (19-mer) 5'-GACCAGGTTCGTTCACTCA-3‘
cre4 (17-mer) 5'-TAGCGCCGTAAATCAAT-3‘
EGFP-1 (-mer) 5'-TCATCTGCACCACCGGCAAGCTGC-3'
EGFP-2 (-mer) 5'-CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG-3'
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3.1.12.  Lipide und polykationische Reagenzien
Cholesterol (CH) Sigma, Deisenhofen
L-α-Phosphatidylcholin (PC) Sigma, Deisenhofen
Phosphatidylserin (PS) Sigma, Deisenhofen
Die Lipide wurden in Diethyl-Ether gelöst und bei –20°C aufbewahrt.
in vivo GeneSHUTTLE Quantum Biotechnologies, Ilkirch Cedex, Frankreich
ExGen 500 Fermentas, Vilnius, Litauen
in vivo jetPEI™ Qbiogene, Heidelberg
in vivo jetPEI™-Gal Qbiogene, Heidelberg
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3.2. Methoden
3.2.1. Molekularbiologische Arbeitstechniken
3.2.1.1. Lagerung von Bakterien
Bakterienstämme werden auf (Selektiv-)Agarplatten ausgestrichen, 24 h bei 37°C bebrütet
und anschließend bei 4°C aufbewahrt. Sie sind so einige Wochen haltbar. Zur langfristigen
Lagerung werden 0.5 ml einer üN-Kultur mit 0.5 ml Glyzerin gemischt, in flüssigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70°C gelagert. Zur Entnahme wird mit einem sterilen Skalpell ein
kleines Stückchen von den gefrorenen Bakterien abgeschabt und auf eine (Selektiv-
)Agarplatte ausgestrichen.
3.2.1.2. Präparation CaCl2-kompetenter E. coli Bakterien
Mit einer Einzelkolonie DH1 oder DH5α Bakterien wird eine üN-Kultur in 50 ml LB Medium
herangezogen. 400 ml frisches LB Medium werden mit 10 ml der üN-Kultur angeimpft. Die
Bakterien werden im Schüttelinkubator ca. 3 h bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (OD600)
von 0.3 - 0.5 wachsen gelassen, in 50 ml Falcon-Röhrchen aliquotiert und abzentrifugiert
(2500 rpm, 10 Min, 4°C). Alle folgenden Arbeiten werden steril und bei 4°C im Kühlraum
durchgeführt. Die Pellets werden in je 16.5 ml eiskaltem, frisch hergestelltem Rf 1 resuspen-
diert. Die Suspension wird 20 Min auf Eis inkubiert, und die Zellen erneut abzentrifugiert
(2500 rpm, 10 Min, 4°C), in je 4 ml Rf 2 resuspendiert und 15 Min auf Eis inkubiert. Die Frak-
tionen werden gepoolt (gesamt 32 ml) und mit gekühlten Pipettenspitzen nach Wunsch in
1.5 ml Reaktionsgefäße aliquotiert. Die kompetenten Bakterien werden sofort in flüssigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
Eine Testtransformation mit 1 ng doppelsträngiger, zirkulärer Plasmid-DNA auf 100 µl kom-
petente Bakterien sollte mehr als 3x103 Kolonien ergeben.
3.2.1.3. Hitzetransformation von kompetenten E. coli Bakterien
Ein Aliquot (50 µl) eingefrorene kompetente Zellen wird für 10 Min auf Eis aufgetaut, mit
Plasmid-DNA gemischt und für eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Anschließend wird der
Ansatz für 2 Min bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und nach 2 Minuten bei 4°C auf
eine (Selektiv-)Agarplatte ausgestrichen.
3.2.1.4. DNA-Minipräparation (alkalische Lyse)
Der Deckel eines 1.5 ml Reaktionsgefäßes wird mit einer Kanüle durchstochen und mit 1 ml
Selektivmedium gefüllt. Das Medium wird mit einer Bakterienkolonie angeimpft und im
Schüttelinkubator üN bei 37°C inkubiert. Die Bakterien werden abzentrifugiert (13000 rpm,
5 min) und in 150 µl Prälyse-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 300 µl Lyse-Puffer und
5 Min Inkubation auf Eis werden die Zellen lysiert und bilden einen klaren Schleim. Die Zu-
                                                                                                                  Material und Methoden
- 39 -
gabe von 250 µl KAc/HCOOH-Puffer führt zur sofortigen Neutralisierung der Lösung, wo-
durch Proteine und genomische DNA vernetzt ausfallen. Nach 15 Min Inkubation auf Eis wird
die Probe abzentrifugiert (13000 rpm, 5 min) und aus dem in ein neues Reaktionsgefäß
überführten Überstand die Plasmid-DNA mit 400 µl Isopropanol gefällt (5 Min, RT). Die
Plasmid-DNA wird abzentrifugiert (13000 rpm, 5 min), das Pellet an der Luft getrocknet und
in 30 µl TE gelöst. Zur Degradierung von verunreinigender RNA wird 0.5 µl RNase
(10 mg/ml) zur Plasmid-DNA pipettiert. Für einen analytischen Verdau wird 1 µl der Plasmid-
DNA verwendet.
3.2.1.5. DNA-Maxipräparation (alkalische Lyse)
Benötigt man eine größere Menge von sauberer und oft verwendeter Plasmid-DNA, so wird
eine Maxipräparation aus Bakterien durchgeführt. Dazu werden 100-200 ml Selektivmedium
mit einer Einzelkolonie angeimpft und üN im Schüttelinkubator bei 37°C in einem 1000 ml
Kolben inkubiert. Die Bakterienkultur wird geerntet (6000 rpm, 5 Min, 4°C) und das Bakteri-
enpellet in 6 ml Prälyse-Puffer in 50 ml Falconröhrchen resuspendiert. Die Bakterien werden
durch Zugabe von 14 ml Lyse-Puffer lysiert (5 Min, 4°C). Die Zugabe von 10,5 ml
KAc/HCOOH-Puffer unter mehrmaligem Schwenken führt zur sofortigen Neutralisation der
Lösung, wodurch Proteine und genomische DNA vernetzt ausfallen. Nach 15 Min Inkubation
auf Eis wird die Probe abzentrifugiert (6000 rpm, 5 Min) und der Überstand durch einen lo-
cker mit Glaswolle gestopften Trichter filtriert. Aus dem Überstand wird die Plasmid-DNA mit
0.6 Volumen Isopropanol gefällt (5 Min, RT) und abzentrifugiert (6000 rpm, 5 Min). Das Pellet
wird in 4 ml TE resuspendiert und weiter aufgereinigt, indem 4 ml 4 M LiCl zupipettiert wer-
den und nach der Fällung von Verunreinigungen (5 Min, 4°C) erneut abzentrifugiert wird
(6000 rpm, 5 Min). Die Plasmid-DNA im Überstand wird anschließend mit 20 ml  eiskaltem
100%igem Ethanol gefällt (15 Min, -20°C), abzentrifugiert (6000 rpm, 5 Min), mit 70% Etha-
nol gewaschen und in 1 ml TE aufgenommen. In einem 1.5 ml Reaktionsgefäß werden
5 µl RNase (10 mg/ml) zugegeben und die RNA verdaut (30 Min, 37°C). Nach Salzzugabe
(8µl 4M NaAc pH5.6 pro 100 µl DNA-Lösung) werden verunreinigende Proteine 3x mit Phe-
nol/Chloroform und 2x mit Chloroform extrahiert, die Plasmid-DNA mit Isopropanol gefällt
und mit 70% Ethanol gewaschen. Das getrocknete (15 Min, 37°C) Pellet wird in 0.1-1 ml TE
aufgenommen. Die Präparation liefert ca. 0.5-2 mg Plasmid-DNA.
3.2.1.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Spektroskopische Konzentrationsbestimmung:
Die Basen der DNA und RNA haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, was zur Konzent-
rationsbestimmung von nukleinsäurehaltigen Lösungen genutzt werden kann. Das Spektrum
einer 1:200 Verdünnung wird im Bereich 300-220 nm gegen H2O gemessen. Die Extinktion
sollte zwischen 0.1-1.5 liegen, da in diesem Bereich Extinktion und Nukleinsäurekonzentrati-
on proportional zueinander sind.
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Zur Umrechnung gilt: 1 OD260 = 50 µg dsDNA/ml
1 OD260 = 40 µg ssDNA/ml
1 OD260 = 33 µg ssOligonukleotide/ml
Da die aromatischen Aminosäurereste in Proteinen bei 280 nm absorbieren, kann eine Ver-
unreinigung der isolierten Nukleinsäuren nach der Warburgschen Formel
((1.45 x OD280) – (0.74 x OD260) = mg Protein/ml)
berechnet werden. Der Quotient OD260/OD280 einer sauberen DNA-Präparation sollte bei 1.8
liegen.
Konzentrationsbestimmung über Vergleich mit Markerbanden im Gel:
Die Methode liefert einen Schätzwert, gibt dafür aber Auskunft über die Plasmid- bzw. Frag-
mentgröße sowie über Nukleinsäureverunreinigungen wie RNA und chromosomale DNA.
Eine definierte Markermenge 1 µg 1kb-Leiter (Fermentas) und 1-5 µl Probe werden gele-
lektrophoretisch aufgetrennt und die Intensitäten von Probe und Referenzbande unter
UV–Licht verglichen. Die 1.6 kb-Bande dient als Anhaltspunkt, sie enthält 10 % der aufgetra-
genen Marker-DNA, d.h. 100 ng.
3.2.1.7. Phenol-Chloroform-Extraktion nukleinsäurehaltiger Lösungen
Die Methode dient der Abtrennung von verunreinigenden Proteinen aus einer nuklein-
säurehaltigen Lösung.
Zur DNA-Lösung wird 1 Vol Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) gegeben, und kräf-
tig gemischt, bis sich eine Emulsion bildet. Die Emulsion wird zentrifugiert (13000 rpm, 2 Min,
RT) und die obere wäßrige Phase ohne das weiße Proteinpräzipitat in der Interphase in ein
neues Reaktionsröhrchen überführt. Die Lösung wird nun wie oben beschrieben mit 1 Vol
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Um die von Protein gereinigte DNA zu isolieren,
wird diese aus der wässrigen Phase über eine Ethanolfällung präzipitiert und in TE aufge-
nommen. Für die Extraktion von RNA-haltigen Lösungen wird ein spezielles Phenol mit an-
derem pH verwendet.
3.2.1.8. DNA-Präzipitation
Ethanolfällung:
Zu nukleinsäurehaltigen Lösungen werden 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 6.0) und 2 Vol
Ethanol gegeben. Nach gründlichem Mischen wird für 15 Min auf Eis inkubiert und anschlie-
ßend abzentrifugiert (13000 rpm, 10 Min). Das Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen
(2 Min, RT), erneut abzentrifugiert (13000 rpm, 5 Min), getrocknet (Heizblock 37°C, 5 Min)
und in TE aufgenommen.
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Isopropanolfällung:
Die Fällung erfolgt im Prinzip wie oben beschrieben. Nach Zugabe von 3 M NaAc (pH 6.0)
wird jedoch das 0.7-fache Vol Isopropanol zugegeben, gemischt und für 10 Min bei RT inku-
biert. Sedimentation, Waschen und Trocknen, der DNA werden wie bei der Ethanolfällung
durchgeführt.
3.2.1.9. Restriktionsverdau
Für analytische Zwecke werden 1 µg Plasmid-DNA mit 1-5 U Restriktionsenzym in einem
Volumen von 20 µl für mindestens 1 Std bei 37°C inkubiert. Zur Präparation von Fragmenten
wurden in einem Volumen von 50 µl 10 µg DNA mit 10 U Restriktionsenzym 3 Std bis üN bei
37°C verdaut. Ansätze mit Enzymen, die bei abweichenden Temperaturen schneiden (z.B.
SmaI bei 30°C) werden bei diesen Bedingungen inkubiert. Gemäß den Pufferansprüchen der
Enzyme werden die Restriktionsverdaus in verschiedenen Puffertypen (Blue, Red, Green,
Yellow  und spezielle Puffer für einzelne Restriktionsenzyme) durchgeführt.
3.2.1.10. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Mittels Schleudersäulchen (Qiaquick spin colums):
Die DNA-Bande wird bei 366 nm unter dem UV-Transilluminator aus dem Gel geschnitten,
gewogen und in 300 µl QG-Puffer/100 µg Gel vollständig aufgelöst (50°C, 10 Min Schütteln).
Die Probe wird auf ein Schleudersäulchen in einem 2 ml Abfallröhrchen gegeben und
zentrifugiert (13000 rpm, 30 Sek). Die Säule wird mit 750 µl PE-Puffer gewaschen
(13000 rpm, 30 Sek) und durch eine zweite Zentrifugation getrocknet (13000 rpm, 2 Min).
Das Fragment wird mit 50 µl EB-Puffer von der Säule gelöst (20 Min RT) und das Fragment
in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß eluiert (13000 rpm, 1 Min). Zur Kontrolle werden 5 µl des Frag-
mentes auf einem Gel analysiert.
3.2.1.11. Ligation von DNA-Enden
Bei der Ligation von zwei DNA-Fragmenten zu einem zirkulären Produkt wird das In-
sertfragment in einem 3-fachen Überschuß zum dephosphorylierten Vektorfragment
(50 – 100 ng) eingesetzt. Die Ligation erfolgt in Ligationspuffer mit 5 U T4-Ligase für
1–15 Std bei RT in einem Volumen von 15 µl. Die Hälfte eines Ligationsansatzes wird zur
Transformation verwendet.
3.2.1.12. Dephosphorylierung von DNA-Enden
Um eine Selbstligation von geöffneten Vektoren zu verhindern, wird die 5‘-Phosphatgruppe
an den DNA-Enden durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP; Calf Intestine Alka-
line Phosphatase) entfernt. In der Regel wird nach Ende des präparativen Restriktions-
verdaus 1-10 U CIP pro µg DNA direkt in den Verdau pipettiert und für 30 Min weiter bei
37°C inkubiert. Ein Entfernen der CIP ist nicht nötig, wenn der Verdau über ein Gel gereinigt
wird. In Fällen, in denen dies nicht ausreichend ist, wird die DNA mit Ethanol gefällt, in 20 µl
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CIP-Puffer aufgenommen und mit 1-10 U CIP pro µg DNA für 1 Std bei 37°C inkubiert. Die
CIP kann alternativ zum Gel durch 20 Min Erhitzen auf 70°C und anschließender Ethanolfäl-
lung deaktiviert und entfernt werden. Die vollständige Dephosphorylierung wird über eine
Kontrolligation des Vektorfragments getestet, es dürfen nur sehr wenige Bakterienkolonien
wachsen.
3.2.1.13. Auffüllen und Abdauen überhängender DNA-Enden
Überhängende 5’-Enden:
Um für bestimmte Ligationen glatte Enden (blunt ends) zu erzeugen, werden bei
5‘–Überhängen die auf dem Gegenstrang fehlenden Basen aufgefüllt. Dazu werden direkt im
Anschluß an den präparativen Verdau dNTPs (Endkonzentration 0.2 mM/dNTP) und Klenow-
Polymerase (2-5 U/µg DNA) zum Verdau pipettiert und 10 Min bei RT inkubiert.
Überhängende 3’-Enden:
Zur Herstellung von glatten Enden wird hier das überstehende 3‘–Ende durch die Exo-
nukleaseaktivität der T4-Polymerase abgedaut. Dazu werden direkt im Anschluß an den prä-
parativen Verdau dNTPs (Endkonzentration 0.2 mM/dNTP) und T4–Polymerase
(2–5 U/µg DNA) zum Verdau pipettiert und 10 Min bei RT inkubiert.
3.2.1.14. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten
DNA-Gelelektrophorese: DNA-Fragmente im Bereich von 12-0.1 Kb werden in Abhängigkeit
von ihrer Länge in verschieden konzentrierten Agarosegelen (0.6-2 %) elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Agarose wird in TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst und
zum Erstarren in eine Gelwanne gegossen. In die Gelwanne wird ein Kamm zum Aussparen
der Geltaschen eingehängt. Nach dem Erkalten des Gels wird der Kamm entfernt und das
Gel in die Elektrophoresekammer gelegt.
Die DNA-Proben werden mit 1/6 Ladepuffer gemischt, der die Referenzfarbstoffe enthält und
das Absacken der DNA in die Taschen gewährleistet, und in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektrophorese wird im Spannungsbereich von 20-110 Volt durchgeführt. Für präparative
Gele erfolgte die Elektrophorese mit max. 7 V/cm Gellänge. Zur Abschätzung der Fragment-
größen wird ein Längenmarker (1 Kb-Leiter) mit aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wird
das Gel für 15 Min in eine Schale mit 500  ml Ethidiumbromid-Lösung (1x TAE,
0.5 µg/ml ETBr) gelegt. Die DNA-Banden werden auf dem UV-Transilluminator für präparati-
ve Gele bei 366 nm sichtbar gemacht und zur Dokumentation mit einer Videokamera-
Thermodrucker-Einrichtung fotografiert. Analytische Gele werden mit einem Lumi-Imager
(Roche, Mannheim) dokumentiert.
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3.2.1.15. PCR
Für die Analyse und Expression von Transgenen im Mausgenom wurde die PCR (Polymera-
se-Ketten-Reaktion) eingesetzt. Diese Methode erlaubt die spezifische Amplifikation einer
definierten Region eines DNA-Moleküle in vitro. Die PCR verläuft in 3 Schritten, die in
20 – 40 Zyklen immer wieder durchlaufen werden. Im ersten Schritt wird ein nachzuweisen-
des Stück DNA (Template) durch Erhitzen auf 95°C denaturiert. Durch Abkühlung auf eine
Temperatur zwischen 45°C und 700C wird kurzen (17-80 Nukleotide langen) einzelsträngigen
Oligonukleotiden (Primer) die sequenzspezifische Hybridisierung an die Template-DNA er-
möglicht (Annealing). Im dritten Schritt erfolgt die Verlängerung der 3’–Enden der angela-
gerten Primer entlang der Template-DNA mit Hilfe der hitzestabilen Taq-Polymerase (Elon-
gation). Da die Primer so gewählt werden, dass die neu entstandenen DNA-Stränge beider
Template-Stränge zueinander teilweise komplementär sind, erhält man durch den zyklischen
Ablauf der 3 Schritte eine Verdopplung der DNA-Moleküle pro Zyklus.
Pipettieransatz (25 µl): 6.5 µl ddH2O
1 µl dNTP-Mix (10 mM)
2.5 µl 10x PCR-Puffer
2.5 µl 5’-Primer (je 3-10µM)
2.5 µl 3’-Primer (je 3-10µM)
5 U Taq-Polymerase
5 µl Proben DNA-Lösung
3.2.1.16. Isolierung von DNA aus Schwanzspitze und Organen
Die zur PCR-Analyse benötigte genomische DNA wird aus einem 0.5 - 1 cm Stück
Schwanzspitze von Mäusen gewonnen (Laird et al., 1991) oder aus 10 - 30 mg Organgewe-
be. Das Gewebe wird in 700 µl Gewebepuffer aufgenommen und mit einer Schere zerklei-
nert. Es werden 10 µl Proteinase K-Lösung (10 mg/ml) zupipettiert, und üN bei 56°C inku-
biert. Am folgenden Tag wird die Probe abzentrifugiert (1500 rpm, 5 Min) und der Überstand
in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe des 0.6-fachen Volumens Isopropanol
und mehrmaligem Schwenken wird die genomische DNA als Flocke ausgefällt. Sie wird mit
einer zugeschmolzenen Glaskapillare zur Schmelzpunktbestimmung aufgefischt und 10 Sek
zuerst in 70% Ethanol und dann in 100% Ethanol gewaschen. Die an der Glaskapillare an-
haftende DNA wird an der Luft 5 Min getrocknet und das Kapillarenende in ein Reaktions-
gefäß mit 100 – 500 µl TE abgebrochen. Durch Schütteln bei 68°C auf einem Thermo-
schüttler löst sich die DNA. Für PCR-Analysen werden 5 µl einer geeigneten Verdünnung (in
TE) verwendet.
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3.2.1.17. RT-PCR
Zum Nachweis der Expression der Transgene auf mRNA Ebene wurde RT-PCR (Reverse
Transkriptase PCR) eingesetzt.
RNA-Isolierung aus Geweben der Maus:
Die Organe werden unverzüglich nach dem Tod des Tieres in flüssigem Stickstoff schock-
gefroren. Zur RNA-Isolierung werden ca. 30 mg (3 mm3) Organ in 600 µl RLT/6 µl
β–Mercaptoethanol für ca. 20-30 Sekunden in einem 2 ml Reaktionsgefäß mit Lysematrix D
in einem FastPrep Intrument (Qbiogene) homogenisiert und Gewebereste anschließend ab-
zentrifugiert (13000 rpm, 15 Min, 4 °C). Der Überstand wird mit gleichem Volumen
70% Ethanol gemischt und auf ein RNA-Schleudersäulchen gegeben. Nach der Zentrifugati-
on (13000 rpm, 30 Sek) wird die abzentrifugierte Flüssigkeit verworfen und das Säulchen
zuerst mit 700 µl RW1 Puffer (13000 rpm, 30 Sek), dann zweimal mit 500 µl RPE-Puffer ge-
waschen (13000 rpm, 1. 30 Sek, 2. 2 Min). Das Säulchen wird für 10 Min bei RT getrocknet
und die RNA nach 2 Min Inkubation mit DEPC-H2O in ein 1.5 ml Eppendorfreaktionsgefäß
zentrifugiert (13000 rpm, 1 Min). Die RNA-Menge wird photometrisch bestimmt und die Qua-
lität durch eine Gelelektrophorese von 1µg RNA auf einem 1% Agarosegel kontrolliert. Un-
versehrte RNA zeigt sich in 3 Banden (18S-rRNA der kleinen 40S und 28S ribosomalen Un-
tereinheit sowie 5/5,8S-rRNA der großen 60S ribosomalen Untereinheit).
Umschreiben von RNA in cDNA:
Um DNA zu verdauen werden 3 µg RNA in 10µl DEPC-H2O aufgenommen und mit
40 µl DNAse-Mix (10 µl 10x DNasepuffer, 5 µl 10 mM DTT, 21 µl DEPC-H2O, 2 µl RNAsin,
2 µl RQ1 DNase) für 2 Std bei 37°C inkubiert. DNase und andere Proteine werden durch
Phenol/Chlororform Extraktion entfernt (Zugabe von 50 µl Phenol/Chloroform, vortexen, bei
13000 rpm 3 Min abzentrifugieren). Nach dem Überführen des Überstands in ein neues Ep-
pendorfreaktionsgefäß wird 50 µl Chloroform zugegeben, gevortext und erneut abzentrifu-
giert (13000 rpm, 3 Min). Der Überstand wird mit 1 µg Glykogen versetzt und die DNA mit
125 µl 100% eiskaltem Ethanol für 10 Min bei – 80°C gefällt. Nach dem Abzentrifugieren
(13000 rpm, 15 Min, 4°C) wird das Pellet mit 125 µl eiskaltem 75% Ethanol gewaschen, für
2 Min bei RT getrocknet, mit 10 µl Hexamer-Mix aufgenommen, gevortext, kurz abzentrifu-
giert und nach einer 10-minütigen Inkubation bei 68°C (schmilzt RNA-RNA-Hybride auf)
schnell auf Eis gebracht, um eine Rehybridisierung der RNA zu vermeiden. Nach kurzem
Zentrifugieren (13000 rpm, 20 Sek) wird 30 µl RT-Mix (8 µl 5x RT–Puffer, 4 µl 100 mM DTT,
2 µl 10 mM dNTPs, 13 µl DEPC-H2O, 1 µl RNAsin, 2 µl M–MLV Reverse Transkriptase) zu-
gegeben und die mRNA für 2 Std bei 37°C in DNA revers transkribiert. Umspannen die Pri-
mer der nachfolgenden PCR-Reaktion kein Intron, so wird der Primer-Mix in 2x 5 µl Fraktio-
nen geteilt und nur eine Fraktion mit reverser Transkriptase versetzt. Dies erlaubt ein
Identifizieren einer DNA–Kontamination der Probe. Nach der reversen Transkription wird der
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Ansatz mit 60 µl DEPC–H2O verdünnt und 5 µl in einer RT-PCR eingesetzt. Das erfolgreiche
Umschreiben zu cDNA wird durch den Nachweis der cDNA für das Haushalts-Gen HGPRT
(Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) kontrolliert.
3.2.2. Gewinnung und Aufbereitung von Organen zum Nachweis von
TAg-Protein im Western-Blot
Im Western-Blot können Proteine qualitativ und quantitativ analysiert werden. Hierzu wird ein
Proteingemisch in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschließend mittels Elekt-
rotransfer auf eine PVDF-Membran positionsgenau übertragen und immobilisiert. Auf dieser
Membran können dann Proteine z.B. mit Hilfe von Antikörpern spezifisch nachgewiesen
werden.
Hier wurden Lysate aus unterschiedlichen Organen auf die Anwesenheit des Onkogens TAg
hin untersucht. Dazu wurden die Organe unverzüglich nach der Entnahme in flüssigem
Stickstoff schockgefroren. Jeweils 30 – 60 mg eines Organs wurden in 2 ml Lysis-Puffer auf-
genommen (50 mM Tris pH 8.0, 1.43 mM β–MSH in H2O und einer Tablette CompleteMini
Rahmen-Programm für PCR und RT-PCR :
Temperatur Zeit
1. Schritt (Denaturierung): 95°C 5 Min
2. Schritt (Denaturierung): 95°C 30 sek
3. Schritt (Annealing): variabel variabel
4. Schritt (Elongation): 72°C variabel
5. zurück zu Schritt 2: Zyklen variabel
6. Schritt (Auffüllen): 72°C 10 Min
7. Schritt: 4°C unbegrenzt
Reaktions-Bedingungen der einzelnen Primer-Paare :
Primerpaar (5'/3'Primer) Annealing Elongation Zyklen Produktgröße (bp)
PCR
β2m-1/β2m-2 60°C 60 Sek 30 Sek 32 300
Tag-1/Tag-2 60°C 60 Sek 30 Sek 32 474
Floxdel1/Floxdel2 55°C 30 Sek 30 Sek 38 unrekombiniert : 1370, rekombiniert : 410
ATI1s/ATI2s 50°C 30 Sek 2 Min 38 unrekombiniert :1512
ATI1s/ATI2as 50°C 30 Sek 2 Min 38 rekombiniert : 1966
ATI1s/ATI3s 50°C 30 Sek 2 Min 38 unrekombiniert :1225
ATI1s/ATI3as 50°C 30 Sek 2 Min 38 rekombiniert : 1253
TCR8G-1/TCR8G-2 70°C 30 Sek 2 Min 32 300
TCR8A-1/TCR8A-2 58°C 30 Sek 2 Min 38 350
TagTCR1-1/TagTCR1-2 58°C 30 Sek 2 Min 38 250
RT-PCR
HGPRT1/HGPRT2 60°C 20 Sek 40 Sek 38 350
SV6/SV9 55°C 30 Sek 60 Sek 40 cDNA: 180, genom. DNA 500
SVG1/SVG2 55°C 30 Sek 60 Sek 40 cDNA: 300, genom. DNA 620
cre3/cre4 58°C 20 Sek 40 Sek 38 400
EGFP1/EGFP2 60°C 30 Sek 40 Sek 35 600
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(Proteinase-Inhibitor Cocktail) pro 10 ml und zunächst in einem Reaktionsgefäß mit Lysing
Matrix D (Qbiogene) in einem Fastprep Instrument für 30 – 40 Sek homogenisiert. Zum Auf-
brechen der Kerne wurde das Lysat anschließend mit einem Glashomogenisator unter Zu-
gabe von SDS (0.3 % Endkonzentration) weiter homogenisiert. Nach Inkubation bei 95°C für
10 Min wurde das Lysat bei 4°C für 10 Min zentrifugiert (13.000 rpm). Dieser Überstand kann
bei –80°C gelagert werden.
Die Proteinkonzentration des Lysates wurde photometrisch mit der Bradford Methode be-
stimmt (Bradford Protein Assay, Biorad).
10 – 30 mg Protein wurden anschließend mit 6x Lämmlipuffer versetzt (150 mM Tris pH 6.8,
6% SDS, 30% Glyzerin, 0.15% Bromphenolblau, 0.3 M DTT) und für 5 Min bei 95°C gekocht.
Das Proteingemisch wurde dann in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (10% Sammel-
gel, 15% Trenngel,150 V, ca. 1 Std).
Die aufgetrennten Proteine wurden dann im Semi-Dry-Verfahren auf eine PVDF-Membran
übertragen. Dazu wurden folgende Komponenten schichtweise von unten (Kathode) nach
oben (Anode) angeordnet: 8x 3 mm Whatmann Filter getränkt in Puffer I, 2x 3 mm What-
mann Filter getränkt in Puffer II PVDF-Membran (Immobilon–P, Millipore; für 10 Sek mit
MeOH vorbenetzt, dann 2 Min in H2O) getränkt in Puffer II, SDS-Gel  getränkt in Puffer II,
6x 3 mm Whatmann Filter getränkt in Puffer III. Der Transfer der Proteine erfolgte bei
100 mA für 1 Std.
Zum spezifischen Nachweis von TAg-Protein wurde die Membran nach dem Blotten mit
5% Milchpulver, 0.1% Tween 20 in PBS üN bei RT geblockt.  Nach zweimaligem Waschen
(0.05% Tween 20 in PBS, je 10 Min) wurde mit einem Anti-TAg Antikörper für 1 Std bei RT
inkubiert (1:1.000, Klon 416, Dianova; 2.5% Milchpulver, 0.05% Tween 20 in PBS). Nach
fünfmaligem Waschen (0.05% Tween 20 in PBS, je 10 Min) wurde mit dem Sekundäranti-
körper für 45 Min bei RT inkubiert (1:100.000, anti-Maus-IgG-POX, Vector; 2.5% Milchpulver,
0.05% Tween 20 in PBS) und nochmals gewaschen (5x, 0.05% Tween 20 in PBS,
je 10 Min). Abschließend wurde die Membran für 1 Min in Super Signal Chemiluminescent
Subtrate Luminol/Enhancer inkubiert (Pierce Lösung I und II zu gleichen Teilen gemischt).
Die Banden wurden mit dem Lumi-Imager (Roche, Mannheim) sichtbar gemacht.
3.2.3. Zellbiologische Arbeitstechniken
3.2.3.1. Erhaltungs-Zellkultur
Die Zellkulturen wurden in Inkubatoren bei 37°C unter einer Atmosphäre von 7.5% CO2 und
80% Luftfeuchtigkeit gehalten und je nach Wachstum nach 2 – 4 Tagen ausgedünnt. Dazu
oder auch zum Ernten von Zellen wurde der Überstand der Zellkultur abgenommen. Adhä-
rent wachsende Zellen wurden mit 0.25% Trypsin/PBS-Lösung inkubiert, der Trypsinverdau
mit 2 Vol serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellen zum Ausdünnen in frische Zell-
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kulturflaschen ausgebracht. Zum Ernten von Zellen wurde nach dem Abstoppen des
Trypsinverdaus mit DPBS gewaschen. Nach Zentrifugation (1600 rpm, 5 Min, 4°C) und Auf-
nahme der Zellen in DPBS folgte die Bestimmung der Zellkonzentration mit Hilfe einer Neu-
bauer Zählkammer. Die Färbung mit 0.5%iger Trypanblaulösung ermöglichte die Unterschei-
dung von toten, blaugefärbten und lebenden Zellen.
3.2.3.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen
Die einzufrierenden Zellen einer konfluenten Kultur werden trypsiniert, der Trypsinverdau mit
2 Vol serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellen abzentrifugiert (1600 rpm, 5 Min,
4°C) Das Zellpellet wird in 0.5 ml/Kryoröhrchen Medium resupendiert, mit
0.5 ml/Kryoröhrchen gekühltem 2x Einfriermediumedium (80% FCS, 20% DMSO, 0°C) ge-
mischt und in gekühlte Kryoröhrchen aliquotiert. Die Kryoröhrchen werden zügig bei -70°C
weggefroren. Nach einem Tag werden die Zellen zur langfristigen Lagerung von -70°C in
einen Tank mit Flüssigstickstoff transferiert.
Zum Auftauen werden die Kryoröhrchen aus dem Flüssigstickstoff entnommen, 2 Min bei RT
gehalten und unter Schwenken in einem 37°C Ethanolbad zur Vermeidung von Kontamina-
tionen zügig aufgetaut bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden ist. Die Zellen werden in
5 ml kaltes Medium (0°C) überführt, abzentrifugiert (1600 rpm, 5 Min, 4°C), mit kaltem Medi-
um resuspendiert und erneut abzentrifugiert, um Reste von DMSO zu entfernen. Nach dem
Waschschritt werden die Zellen in Medium aufgenommen und ausplattiert.
3.2.3.3. Transfektion von CV1-5B-Zellen mit Lipofectamin2000
CV1-5B Zellen wurden in 12-Loch-Platten ausgebracht und bis zu einer Konfluenz von 90%
in Komplett-Medium ohne Antibiotika kultiviert. Vor der Transfektion wurde das Medium ge-
gen 700 µl OptiMEM ausgetauscht. Ungeschnittene Plasmid–DNA wurde in 150 µl OptiMEM
verdünnt und für 5 Min bei RT inkubiert. Gleichzeitig wurden 6 µl Lipofectamin2000/µg Plas-
mid–DNA ebenfalls in 150 µl OptiMEM verdünnt und für 5 Min bei RT inkubiert. Lipofecta-
min2000 und Plasmid-DNA wurden nach dem Mischen 20 Min bei RT belassen und die
Komplexe anschließend zu den Zellen gegeben. Nach 6 Std bei 37°C im Brutschrank wur-
den der Überstand entfernt und gegen 1 ml Komplett-Medium ohne Antibiotika ausgetauscht.
Nach weiteren 42 Std wurde eine X–Gal–Färbung durchgeführt.
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3.2.4. Herstellung rekombinanter Adenoviren und Transduktion von
Reporter-Zellinien
Zur Rekombination genomischer loxP Stellen wurden unterschiedliche rekombinante replika-
tions-defiziente Adenoviren hergestellt (Bechthold, Master Thesis, 2002), die zur Transdukti-
on von Zellen in vitro und in vivo eingesetzt werden können. Die rekombinanten Adenoviren
dienen als Vektor zur Expression der Cre-Rekombinase in transduzierten Zellen.
3.2.4.1. Produktion rekombinanter Adenoviren in 293A-Zellen
Zur Produktion rekombinanter Adenoviren wurden 293A-Zellen verwendet, die die adenovi-
ralen Proteine Ad5 E1A und E1B in trans zur Verfügung stellen. Die Aufreinigung erfolgte
chromatografisch mit Hilfe des Adeno-X Virus Purification Kits (BD Biosciences, Heidelberg).
Hierbei werden Adenoviren an eine Membran adsorbiert, die selektiv adenovirale Partikel
bindet, und können so aus einem Zelllysat isoliert werden.
1 – 2x108 293A-Zellen wurden in 10 T150 Zellkulturflaschen ausgebracht und über Nacht bis
zur vollständigen Adhärenz kultiviert. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen mit
Adenoviren in jeweils 5 ml Medium pro T150 Flasche infiziert (MOI von 5). Nach einer Ad-
sorptionsphase von 20 Min bei RT wurden 10 ml Medium pro T150 Flasche hinzugegeben
und die Zellen bis zum Eintritt des vollständigen zytopathischen Effekts kultiviert (in der Re-
gel 3 Tage). Die Zellen wurden ohne Trypsin abgeerntet und durch Zentrifugation pelletiert
(1600 rpm, 5 Min). 90 ml Überstand wurden aufbewahrt und das Zellpellet in 10 ml Über-
stand resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen wurde die Zellsuspension 3x in flüssigem
Stickstoff eingefroren und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut (die Supension sollte aber nicht
37°C erreichen). Zelltrümmer wurden durch erneute Zentrifugation abgetrennt (1600 rpm,
5 Min), die Überstände aus beiden Zentrifugationen zu insgesamt 100 ml vereinigt und durch
einen 0.45 µM Filter filtriert. Nach Zugabe von Benzonase/Nuclease (10 U/ml, Novagen)
wurde das Filtrat für 30 Min bei 37°C inkubiert, um kontaminierende genomische DNA zu
verdauen. Anschließend wurden 100 ml Verdünnungspuffer*) zugefügt. Der im Kit enthaltene
Spezial-Filter wurde mit sterilem DPBS gespült, um die Luft zu entfernen. Anschließend wur-
de die Virus-haltige Lösung mit 20 ml/Min durch den Filter gezogen, um die Viren aus der
Lösung abzutrennen und an die im Filter enthaltene Matrix zu binden. Nach dem Waschen
mit 60 ml Waschpuffer*) (20 ml/Min) wurden die Viren mit 2.5 – 3 ml Elutionspuffer*) eluiert.
Das Eluat wurde 1:1 mit Lagerungspuffer (25 mM NaCl, 20 mM Tris-Hcl pH 8.0, 2.5% Glyze-
rol) gemischt und zusätzlich Glyzerol  hinzgefügt, um eine Endkonzentration von 5% zu er-
reichen und eine langfristige Lagerung bei –80° zu ermöglichen.
*) Die Zusammensetzungen des Verdünnungs-, Wasch- und Elutionspuffers sind Firmenge-
heimnisse von Virapur (San Diego, USA).
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3.2.4.2. Titerbestimmung rekombinanter Adenoviren in 293A-Zellen
Für die Titerbestimmung wurde der Adeno-X Rapid Titer Kit von BD Clontech (Heidelberg)
verwendet, mit dem die Produktion viraler Hexonproteine in infizierten Zellen nachgewiesen
wird.
5x105 293A-Zellen wurden pro Loch in einer 12-Loch-Platte in 1 ml Medium ausgebracht.
Jeweils 100 µl entsprechender serieller Virusverdünnungen wurden pro Loch hinzupipettiert
und die Zellen für 48 Std kultiviert. Danach wurde der Überstand abgenommen und die Zel-
len für 5 Min in einer Sterilbank getrocknet. Nach Zugabe von je 1 ml MeOH (-20°C) wurden
die Zellen für 10 Min bei –20°C fixiert und anschließend 3x mit je 1 ml 1%BSA/PBS gewa-
schen. Mit einem Anti-Hexon Antikörper (1:1000 in 1%BSA/PBS, 500 µl pro Loch) wurde für
1 Std bei 37°C inkubiert, 3x mit je 1 ml 1%BSA/PBS und mit einem POX-gekoppelten Ziege
anti-Maus  Antikörper (1:500 in 1%BSA/PBS, 500 µl pro Loch) erneut für 1 Std bei 37°C in-
kubiert. Nach 3-maligem Waschen mit je 1 ml 1% BSA/PBS wurde die Farbreaktion mit je
500 µl 1x DAB-Substratlösung im Dunkeln durchgeführt. Nach 10 Min wurde die Färbelösung
entfernt und je 500 µl 1%BSA/PBS zugefügt, um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern.
Zur Auswertung wurden an einem Inversmikroskop (20x Objektiv) die Hexon-positiven Zellen
(erkennbar an der braunen Färbung) gezählt. Bei einer geeigneten Verdünnung sollten min-
destens 10 zufällig ausgewählte Gesichtfelder ausgezählt werden. Zur Berechnung des Ti-
ters wurde folgende Formel angewandt und als ifu/ml (infektiöse Units/ml) angegeben:
ifu/ml = (positive Zellen pro Gesichtsfeld x 573) / (0.1 ml x Verdünnungsfaktor).
Zur Titerbestimmung von Ad-CMV.lacZ wurde anstelle der Hexon-Färbung eine X–Gal-
Färbung eingesetzt (Vgl. 3.2.13.1). Infektion und Auswertung erfolgten analog der Hexon-
Färbung in 293A-Zellen. Der Titer wurde in XGU/ml (X-Gal positive Units/ml) angegeben.
3.2.4.3. Transduktion von CV1-B5 Zellen
1x106 CV1-5B-Zellen wurden in 12-Loch-Platten in 1 ml Komplett-Medium ausgebracht und
bis zur vollständigen Adhärenz über Nacht kultiviert. Nach Entfernen des Mediums wurden
entsprechende Verdünnungen der rekombinanten Adenoviren in 1 ml Komplett-Medium zu-
gegeben und für 48 Std inkubiert. Anschließend wurde eine X-Gal-Färbung durchgeführt.
3.2.5. Methoden zur Arbeit mit Mäusen
3.2.5.1. Organentnahme
Organentnahme für PCR- und FACS-Analysen:
Zur Gewinnung von genomischer DNA für PCR-Analysen wurde den Mäusen ein Stück
Schwanzspitze abgeschnitten und die Wunde mit Histoacryl geschlossen.
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Für die Entnahme von Organen für PCR-Analysen oder Histologie wurden Mäuse entweder
durch CO2-Begasung oder durch zervikale Dislokation  getötet. Die entnommenen Organe
wurden unverzüglich in flüssigem Stickstoff schockgefroren.
Für die Entnahme von Milz, Lymphknoten, Thymus und Blut für FACS-Analysen wurden die
Mäuse durch Begasung mit CO2 getötet, da zervikale Dislokation zu einem Zerreißen der
Blutgefäße im Halsbereich führen würde und eine Blutentnahme deswegen nicht mehr mög-
lich gewesen wäre. Zur Gewinnung von PBLs wurde das Herz am toten Tier punktiert und
das Blut in DPBS/50 U/ml Heparin aufgenommen, um die Gerinnung zu vermeiden. Milz,
Lymphknoten und Thymus wurden nach der Entnahme bis zur weiteren Verarbeitung in
DPBS auf Eis aufbewahrt.
Organentnahme für die Fluoreszenzmikroskopie:
GFP und eGFP sind wasserlösliche Proteine. Direktes Einfrieren  der Organe in flüssigem
Stickstoff würde daher zum Verlust der Fluoreszenz in anschließenden Kryoschnitten führen.
Um dies zu verhindern, wurden die Organe vor der Entnahme bereits in situ durch Perfusion
fixiert. Dazu wurden Mäuse mit einer letalen Dosis durch i.p. Injektion narkotisiert
(400 µl 0.2% Rompun und 10 mg/ml Ketanest in PBS), Abdomen und Thorax großzügig mit
70% Ethanol desinfiziert und der Bauchraum und Brustkorb eröffnet. Die untere Hohlvene
sowie das Herz wurden sorgfältig freipräpariert, um die Perfusion über die linke Herzkammer
einzuleiten. Zum Abfluss wurde die untere Hohlvene unterhalb der Nieren durchtrennt. Zu-
nächst wurde mit 20 ml PBS perfundiert, um das Blut aus den Organen auszuspülen. An-
schließend wurde mit 20 – 30 ml 4%-igem Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nach der Ent-
nahme wurden die Organe üN bei 4°C in 4% Paraformaldehyd in PBS nochmals fixiert und
am nächsten Tag in Isopentan eingefroren.
3.2.5.2. Blutentnahme zur Isolierung von peripheren Blutlymphozyten
Zur Bestimmung der Expression des transgenen TZR oder der Haplotyp-Kombination auf
peripheren Blutlymphozyten (PBL) wurde den Versuchstieren durch Schnitt in die Schwanz-
vene 4-6 Tropfen Blut entnommen, nachdem die Tiere für drei bis fünf Minuten unter Rotlicht
erwärmt wurden, um die Durchblutung anzuregen.
3.2.5.3. Immunisierung von Mäusen mit betrahlten Tumorzellen
Zur Immunisierung von Mäusen wurde die Zellinie AG401A-TAg verwendet. Dazu wurden
AG401A-TAg Zellen geerntet und nach 3-maligem Waschen mit DPBS auf eine Konzentrati-
on von 4-10x107/ml DPBS eingestellt. Zur Abtötung der Zellen folgte eine Bestrahlung mit
300 Gy und die Suspension wurde anschließend mit gleichem Volumen CFA (Difco, San
Diego, USA) sorgfältig gemischt, bis eine weiße Emulsion entstand. Diese Emulsion wurde
3x in wöchentlichem Abstand subkutan an der Schwanzwurzel injiziert (2-5x106 Zelläquiva-
lente/Maus). Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurden lebende Tumorzellen ap-
pliziert.
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3.2.5.4. Injektion von Tumorzellen und Überwachung des Tumorwachstums
Die Applikation von Tumorzellen erfolgte subkutan mit 1x106 Zellen in 100 µl DPBS an der
rechten Flanke. Das Tumorwachstum wurde wöchentlich kontrolliert und die Tumorgrösse
mittel einer Schieblehre gemessen. Die Berechnung des Tumorvolumens  V erfolgte nach
der Formel: V = Länge x Breite2 x(2/π).
3.2.5.5. Injektion rekombinanter Adenoviren
Zur Induktion von Lebertumoren wurden Cre-Adenoviren injiziert. Für die Untersuchung von
Biodistribution und Rekombinationseffizienz in vivo wurden Cre-GFP-Adenoviren verwendet.
Rekombinante Adenoviren wurden in 0.9% NaCl verdünnt und 0.75 – 5x108 ifu/Maus intra-
venös in die Schwanzvene injiziert.
3.2.6. Herstellung, Reinigung und Konjugation von Antikörpern
3.2.6.1. Herstellung von Antikörper-Kulturüberständen
Antikörper sezernierende Hybridomzellen wurden in 1 L Komplett-Medium mit 10% FKS in
2 L Glasrollerflaschen bei 37°C inkubiert. Je nach Wachstumsverhalten wurden die Zellen
nach 5 – 7 Tagen abzentrifugiert und die Überstände durch Faltenfilter (Neolab, Heidelberg)
filtriert, um grobe Verunreinigungen zu entfernen. Nach Zugabe von Na-Azid (0.1% Endkon-
zentration) konnten die so gewonnenen Überstände aufgereinigt werden.
3.2.6.2. Aufreinigung von Antikörperüberständen
Mausantikörper mit der Eigenschaft, an Protein A zu binden, konnten über eine Protein A-
Sepharose Säule (Pharmacia) aufgereinigt werden. Dazu ließ man den Antikörperüberstand
über Nacht bei 4°C durch die Säule tropfen. Die Säule wurde anschließend mit PBS von
Proteinverunreinigungen gewaschen. Gebundene Antikörper wurden mit 0.1 M Glycin/
0.1 M NaCl pH3.2 eluiert. 1 ml-Fraktionen wurden in Eppendorfröhrchen, die 50 µl Hepes zur
Neutralisation enthielten, aufgefangen. Die OD-Messung bei 280 nm erlaubte die Bestim-
mung des Proteingehaltes. Fraktionen mit einer OD280 > 0.14 (= 0.1 mg/ml) wurden vereinigt
und gegen PBS dialysiert. Nach der Dialyse wurde der Antikörpergehalt erneut bestimmt.
Aus dem Wert der OD bei 280 nm dividiert durch 1.4 errechnete sich der Proteingehalt in
mg/ml.
3.2.6.3. FITC-Konjugation von Antikörpern
Direkt vor dem Verarbeiten wurde 1 mg/ml FITC (Fluorescein-Isothiocyanat-Konjugat; Sig-
ma) in DMSO gelöst. Zu 1 mg aufgereinigtem Antikörper in 1 ml PBS wurden 28 µl Na2CO3-
Puffer (7,5%; pH 8,5) gegeben und gevortext. Nach der Zugabe von 100 µl FITC/DMSO-
Lösung wurde für 1 Std bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Abtrennung von nicht gebunde-
nem FITC erfolgte über Gelfiltration mit einer PD–10–Säule (Pharmacia-Biotech). Diese wur-
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de zunächst mit 15 ml PBS gewaschen, danach der Antikörper-FITC-Mix auf die Säule auf-
getragen und mit jeweils 1 ml PBS nachgespült. Die erste, untere gelbe Bande stellt den
gekoppelten Antikörper dar. Diese wurden zu mehreren kleinen Aliquots aufgefangen und
die stark gelben Aliquots wurden zusammengefasst. Zur Haltbarkeit wurden den Antikörpern
0,1% NaN3 zugesetzt.
3.2.6.4. Biotinylierung von Antikörpern
Aufgereinigte Antikörper in PBS wurden über Nacht bei RT mit Bioton-X-NHS (Biotinyl-ε-
amino-caproic-acid-N-hydroxy-succinimide-Ester; Calbiochem) unter Schütteln inkubiert. Pro
mg Antikörper wurden 100 µg Biotin gelöst in Dimethylformamid (Stammlösung, 1 mg/ml
frisch angesetzt) zugesetzt. Nichtgebundenes Biotin wurde mittels Dialyse gegen PBS üN
entfernt. Zur Haltbarkeit wurde den Antikörpern 0,1% NaN3 zugesetzt.
3.2.6.5. PE-Konjugation von Antikörpern
Die Konjugation von Antikörpern mit rekombinantem Phycoerythrin (RPE) erfolgte mit Hilfe
des Phycolink RPE Konjgations-Kit von PROzyme (San Leandro, CA, USA).Der Antikörper
wurde auf eine Konzentration von 1 mg/ml mit PBS eingestellt. Pro ml Antikörper-Lösung
wurden 20 µl 1 M DTT zugesetzt und für 30 Min bei RT inkubiert, um den Antikörper zu re-
duzieren. Nach Zugabe von 40 µl Dextran-Blau (50 mg/ml) pro ml Antikörper wurde die Lö-
sung über eine Entsalzungs-Säule A (PD-10, Sephadex G25 M, Amersham Biosciences)
gereinigt. Die Elution erfolgte mit Austauschpuffer und die blaugefärbten Fraktionen wurden
gesammelt. Pro mg Antikörper wurden nun 3.2 mg  aktiviertes RPE zugesetzt und für 60 Min
bei RT im Dunkeln unter langsamem Schütteln inkubiert. Nach Zugabe von 34 µg NEM
(10 mg/ml) pro mg Antikörper wurde nochmals für 20 Min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die
Lösung wurde kurz zentrifugiert (13000 rpm, 30 Sek) und der Überstand auf Austauschsäule
B (PD-10, Sephadex G25 M, Amersham Biosciences) gegeben. Die Elution erfolgte mit Auf-
bewahrungspuffer und die rotgefärbten Fraktionen wurden gesammelt. Zur Haltbarkeit wurde
der Antikörper-Lösung 0,1% NaN3 zugesetzt.
3.2.7. Durchflußzytometrie
Die Kombination von geeigneten Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen ermöglicht die
gleichzeitige Analyse mehrerer Antigene auf der Oberfläche einer Zelle. Die Voraussetzung
sind fluorochrome Farbstoffe, die sich in ihren Emissionsspektren unterscheiden und deshalb
getrennt voneinander gemessen werden können. Als Farbstoffe wurden FITC (519 nm), PE
(578 nm), PerCP-Cy5.5 (695 nm) und APC (660 nm) verwendet. Wurden biotinylierte Anti-
körper benutzt, so ist eine Zweitinkubation mit Streptavidin-Fluorochrom Konjugaten notwen-
dig.
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3.2.7.1. Herstellung von Zellsuspensionen für FACS-Analysen
Milz, Thymus und Lymphknoten wurden einzeln durch Metallsiebe gedrückt und mit 10 ml
DPBS nachgewaschen. Nach Zentrifugation (1600 rpm, 5 Min, 4°C) ist der Überstand ver-
worfen und das Zellsediment in DPBS/2% FKS aufgenommen worden (Milz in 3 – 5 ml,
Thymus und Lymphknoten in 2 ml).
3.2.7.2. Aufreinigung von peripheren Blutlymphozyten (PBL)
Entommenes Blut wurde in DPBS/50 U/ml Heparin aufgenommen, um die Gerinnung zu
vermeiden. Das Blut-Heparingemisch wurde anschließend auf einen Lymphopräp-
Gradienten (Progen Biotechnik, Heidelberg) gegeben und 20 Min bei 700 g zentrifugiert.
Lymphozyten konnten aus der Interphase entnommen und für FACS-Färbungen verwendet
werden.
3.2.7.3. Mehrfarbenfluoreszenzanalyse
Zum Nachweis der Expression von Zelloberflächenantigenen wurden die zu testenden Zellen
isoliert und in DPBS/2% FKS aufgenommen. Anschließend wurden sie 20 Min mit 50 µl der
entsprechenden Antikörper-Verdünnungen bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit
DPBS/2% FKS erfolgte falls nötig die Inkubation mit den Sekundärantikörpern für 20 Min bei
4°C. Nach zweimaligen Waschen wurden die Zellen in 50 µl DPBS/2% FKS aufgenommen.
Für den Nachweis intrazellulärer Antigene wurde der Cytofix/Cytoperm-Kit von
BD Biosciences verwendet. Hierzu wurden nach der Färbung der Oberflächenantigene die
Zellen zunächst in je 100 µl Cytofix/Cytoperm-Lösung für 20 Min bei 4°C im Dunkeln inku-
biert und anschließend 2x mit Perm/Wash-Lösung gewaschen. Die intrazelluläre Färbung
erfolgte nun mit je 50 µl der entsprechenden Antikörperverdünnung für 20 Min bei 4°C. Nach
zweimaligem Waschen mit Perm/Wash-Lösung wurden die Zellen in 50 µl DPBS/2% FKS
aufgenommen. Die Analysen der Immunfluoreszenz wurden am FACScan oder FACS-
Calibur Durchflußzytometer (BD Biosciences, Heidelberg) durchgeführt und mit der Software
CellQuest Pro ausgewertet.
3.2.8. In vitro Proliferationstest
Für in vitro Proliferations-Versuche wurden Milz und Lymphknoten entnommen, eine Einzel-
zellsuspension in DPBS hergestellt und die Zellen anschließend mit CFSE
(5,6–Carboxyfluorescein-diacetate-succinimidyl-Ester) markiert. CFSE lag als 5 M Stammlö-
sung in DMSO vor und wurde bei –20°C trocken und dunkel gelagert. Zur Markierung wurde
eine Einzelzellsuspension (5x107/ml DPBS) mit 5 µM CFSE im Dunkeln für 10 Min bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen 2 mal mit DPBS gewaschen und in Komplett-Medium
aufgenommen.
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1x106 – 1x107 Zellen wurden in je 2 ml Komplett-Medium pro Loch in einer 6–Loch Platte
ausgebracht und mit 1 µM Peptid stimuliert. Zum Nachweis intrazellulärer Zytokine wurden
nach 72 Std Stimulation die Zellen geernet und in 200 µl Komplett-Medium mit 1 µM Peptid
in Anwesenheit von Brefeldin A in einer 96-Loch Rundbodenplatte inkubiert. Nach 6 Std
Restimulation wurden die Zellen für eine FACS-Färbung eingesetzt. Zum Nachweis der
Zellteilung wurden stimulierte Zellen nach 3 – 5 Tagen geerntet und im FACS analysiert.
3.2.9. Herstellung anionischer Liposomen
Mit Hilfe anionischer Liposomen soll ein DNA-Konstrukt in die Leber der Versuchstiere trans-
portiert werden. Das Protokoll zur Herstellung dieser Vektoren wurde von der Gruppe um
Salvadore Alino in Barcelona entwickelt und ist bis auf wenige eigene Modifikationen in Bio-
chemical Pharmacology (Crespo et al., 1996) publiziert. Die Herstellung der Liposomen be-
ruht auf dem Prinzip der aufeinanderfolgenden De- und Rehydratisierung eines Lipid-DNA-
Gemisches.
Folgende ethergelöste Lipide werden in einem 15 ml Correx-Glasröhrchen gemischt:
5 µmol Cholesterol (CH) + 4 µmol Phosphatidylcholin (PC) + 1 µmol Phosphatidylserin (PS).
Der Ether wird für ca. 1 Stunde in einem Rotationsverdampfer evaporiert (ca. 40°C Wasser-
bad) und die dünne Lipidschicht mittels Ultraschall in 1 ml destilliertem Wasser suspendiert.
Große Lipidaggregate und Titanpartikel werden abzentrifugiert (13500 rpm, 20 Min, Sorvall
RC5C Plus mit SS34 Rotor) und der Suspension 40 µg ungeschnittenem Plasmid in 40 µl TE
zugegeben. Das Gemisch wird in flüssigem Stickstoff schockgefroren und über Nacht lyophi-
lisiert (-50°C, 0.01 mbar). Die Rehydratisierung erfolgt mit 40 µl ultrareinem Wasser unter
gelegentlichem leichtem Vortexen innerhalb von 1 Std. Nach dem langsamen Auffüllen mit
10 mM Hepes auf 600 µl werden  100 – 300 µl intravenös in die Schwanzvene von Mäusen,
die loxP-Stellen in ihrem Genom tragen, injiziert.
3.2.10. Nachweis von ALT-Aktivität im Vollblut
Als Nachweis einer Leberschädigung wurde der Anstieg der Konzentration des leberspezifi-
schen Enzyms Alanin-Aminotransferase (ALT oder ALAT, auch GPT für Glutamat-Pyruvat-
Aminotransferase) im Blut verwendet. Bei einer Temperatur von 37°C wird in einer kineti-
schen Messung bei 567 nm die Bildung eines Farbstoffes als Indikator für die Enzymaktivität
der ALT verfolgt.
Die Blutabnahme erfolgte nach Ganzkörperbestrahlung mit Rotlicht für 3 – 5 Min an einer der
Schwanzvenen. Das Blut  wurde in Lithium-Heparin beschichtete Kapillaren aufgenommen
und mit Hilfe eines Applikators direkt auf einen Teststreifen aufgebracht. Die Bestimmung
der Enzymaktivität (U/l) erfolgte mit einem Reflotron Plus Gerät.
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3.2.11. Histologische Methoden
3.2.11.1. X-Gal-Färbung von Zellen
Die Färbung dient dem Nachweis des aktiven lacZ-Reportergens in Zellen, etwa zur Be-
stimmung der Transfektions- oder Rekombinations-Effizienz von cre-kodierenden Plasmiden
oder Cre-Adenoviren. Sie wurde auch zur Titerbestimmung des rekombinanten Adenovirus
Ad-CMV.lacZ eingesetzt.
Die adhärenten Zellen werden mit PBS gewaschen und mit 0.2% Glutaraldehyd/
2% Formaldehyd in PBS fixiert (5 Min, RT, im Dunkeln). Nach zweimaligem Waschen mit
PBS werden die Zellen mit der X-Gal-Färbelösung überschichtet (5 mM K3[Fe(CN)6],
5 mM K4[Fe(CN)6], 2 mM MgCl2, 1 mg/ml X-Gal in PBS). Die Farbentwicklung benötigt zwi-
schen 1 – 15 Std bei 37°C.
3.2.11.2. X-Gal-Färbung von Organen
Die Färbung wurde auch hier zum Nachweis des aktiven lacZ-Reportergens in Zellen durch-
geführt und ermöglicht damit die Bestimmung der Rekombinationseffizienz nach Transdukti-
on mit Cre-Adenoviren in der Reporter-Maus ROSA26R.
Die Organe wurden direkt nach der Entnahme in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei
–70°C gelagert. Für die Färbung wurden Kryoschnitte von 10 – 14 µM angefertigt und ge-
trocknet. Nach der Fixierung mit 0.2% Glutaraldehyd/2 mM MgCl2/PBS wurden die Schnitte
2x mit PBS gewaschen und anschließend in die X-Gal-Färbelösung (5 mM K3[Fe(CN)6],
5 mM K4[Fe(CN)6], 2 mM MgCl2, 0.01% Na-Desoxycholat, 0.02% NP40, 1 mg/ml X-Gal in
PBS) eingetaucht. Die Färbung erfolgte über Nacht bei 37°C. Nach zweimaligem Waschen
mit PBS wurden die Schnitte mit Kaiser’s Glyzeringelatine eingedeckt.
3.2.11.3.   Einfrieren von Organen und Herstellung von Schnitten für die Fluo-
reszenzmikroskopie
Ein Schockgefrieren von entnommenen Organen der Maus in flüssigem Stickstoff führt oft
zum Zerplatzen der Organe. Daher werden die Organe zur Anfertigung von Kryoschnitten mit
Hilfe von Isopentan eingefroren, was ein Zerspringen weitestgehend verhindert und später
morphologisch bessere Schnitte liefert. Ein Becherglas mittlerer Größe wird in ein Stryopor-
gefäß mit Flüssigstickstoff gestellt und durch ein flaches Metallgewicht am Boden gehalten.
Ein kleines Becherglas wird mit 20 ml Isopentan gefüllt, das Isopentan in Flüssigstickstoff auf
-30 bis -50°C abgekühlt und auf Eis gestellt. Die Organe der Maus werden entnommen und
im Isopentan eingefroren (2 – 5 Min). Anschließend wird das kleine Becherglas mit den Or-
ganen in das große Becherglas gestellt, und weiter abgekühlt (5 – 10 Min). Bevor das Iso-
pentan zu frieren beginnt werden alle Organe entnommen und direkt in flüssigen Stickstoff
transferiert. Die Lagerung der Organe erfolgt bei -80°C. Weiche Organe wie Pankreas, Thy-
mus und Lymphknoten werden nicht direkt in Isopentan weggefroren, sondern in kleinen
Plastikschälchen in 200 – 500 µl OTC eingerührt und dann eingefroren. Die Plastikschalen
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werden nach dem Einfrieren kurz angetaut, so dass die OTC-Blöcke entnommen und ohne
Schale bei -80°C gelagert werden können.
Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse werden Schnitte von 5 – 7 µM Dicke angefertigt
und mit einem Tropfen Vectashield Hard Set (Vector) eingedeckt. Die GFP-Expression wur-
de mit einem Zeiss Axiophot 2 (Filter 24) analysiert.
3.2.11.4.  Herstellung von Paraffin-Schnitten und anschließender HE-Färbung
Alle Paraffinschnitte mit nachfolgender HE-Färbung wurden in der Abteilung von Prof. Gröne
im DKFZ angefertigt.
Direkt nach der Entnahme wurden die Organe mit 4% Formalin in PBS fixiert. Nach dem
Einbetten in Paraffin wurden 5 µm dicke Schnitte angefertigt für 2 mal 10 Minuten mit Xylol
entparaffinisiert und mit einer absteigenden Ethanolreihe (je 2 Minuten : 2x 100%, 2x 96%,
1x 80% 1x 70%, 1x VE-H2O) entwässert.
HE bedeutet eine Doppelfärbung mit Hämalaun (H) und Eosin (E). Hämalaun ist ein positiv
geladener Farbstoff, der allgemein negativ geladene Strukturen (Nuklei) blau anfärbt. Eosin
führt zu einer rötlichen Gegenfärbung des Plasmas und Bindegewebes.
Die Schnitte werden 5 Min in Hämalaun inkubiert, anschließend für 5 Min mit Leitungswasser
gebläut und dann für 15 Min mit Anilinblau-Eosin angefärbt. Nach zweimaligem Spülen mit
ddH2O (je 30 Sek) wird mit 96% Ethanol differenziert (bis zu 30 Sek) und mit 100% Ethanol
(20 Sek) entwässert. Die Schnitte werden 2 mal mit Xylol gewaschen und mit Entelan einge-
deckt.
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4. ERGEBNISSE
Viele experimentelle Tumorstudien werden an Transplantationstumor-Modellen oder Onko-
gen-transgenen Mäusen durchgeführt. Diese reflektieren allerdings nicht die physiologische
Situation der sporadischen Tumorentstehung im Menschen. Ausgehend von einer einzelnen
veränderten Zelle entwickelt sich hierbei ein Tumor in Gegenwart des umgebenden gesun-
den Gewebes durch die Akkumulation genetischer und epigenetischer Veränderungen bis
hin zu einem hochmalignen Stadium. Transplantationstumoren hingegen werden bereits als
vollständig transformierte Zellen appliziert und wachsen ektopisch. Autochthone Tumormo-
delle sind daher zu bevorzugen, da hier der Tumor in situ im betroffenen Organ entsteht und
wächst. In transgenen Mausmodellen kann dies durch die gewebespezifische Expression
eines Onkogens erreicht werden. Von Nachteil ist hier allerdings, dass alle Zellen eines Ge-
webes das Onkogen exprimieren und potentiell transformieren können. Oft setzt die Kanze-
rogenese bereits neonatal oder unkontrolliert ein.
Tumormodelle, in denen die Onkogenexpression gewebespezifisch, zeitlich und in ihrem
Ausmaß kontrolliert werden kann, sind daher vorzuziehen. Induzierbare Mausmodelle eröff-
nen die Möglichkeit, die pysiologische Situation der Tumorenstehung besser darzustellen.
Einen Ansatz hierzu bietet das Cre/loxP-System. Die spezifische Rekombination zwischen
zwei loxP-Stellen (locus of crossover of P1) wird vermittelt durch die Cre–Rekombinase des
Bakteriophagen P1 und führt zur Aktivierung oder Inaktivierung eines Zielgens.
In unserer Arbeitsgruppe wurden Mauslinien hergestellt, die transgen für die frühe Region
des SV40 Virusgenoms (Simian Virus 40) unter Kontrolle des Albumin-Promotor/Enhancers
sind (Sacher, 2000).  Diese SV40 Region kodiert das große und kleine T(umor) Antigen
(TAg). Die Expression des Onkogens TAg kann mit Hilfe des Cre/loxP-Systems induziert
werden (Abb.4). In ATI Tieren wird die Onkogen-Expression durch die Cre-vermittelte Inver-
sion der TAg-Sequenz initiiert, da die TAg-Sequenz in Gegensinn-Orientierung (anti-sense)
in durch die Rekombination in eine Sinn-Orientierung (sense) gebracht wird. In AST Tieren
wird die TAg-Expression durch die Deletion der Stopp-Kassette induziert.
4.1. Identifizierung einer konditional-transgenen
Mauslinie mit reproduzierbarem Tumorwachs-
tum nach konstitutiver Cre-Rekombination
4.1.1. Verpaarung mit Cre-deleter Tieren
Um festzustellen, mit welcher Inzidenz die Rekombination in den einzelnen ATI und AST
Linien zur Tumorentstehung führt, wurde jede Linie mit cre–deleter Tieren verpaart, die Cre-
Rekombinase unter einem ubiquitären Promotor konstitutiv in allen Geweben exprimieren
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(Schwenk et al., 1995; Lakso et al., 1996). Torsten Sacher konnte in seiner Doktorarbeit be-
reits zeigen, dass einige ATI und AST Tiere nach Verpaarung mit cre-deleter Tieren Leber-
tumoren entwickelten. Da die Anzahl der bis dahin untersuchten Tiere gering war, wurden
diese Analysen in der hier vorliegenden Arbeit weitergeführt.
4.1.1.1. Analyse von ATI Tieren
Zunächst wurde die Tumorentstehung in ATI Tieren untersucht. Hier standen drei Linien L1,
L1/14 und L14 zur Verfügung. ATI einzel-transgene Tiere unterschiedlichen Alters der Linie 1
zeigten keine makroskopischen Veränderungen. 24 von 37 dieser Tiere wurden auch histo-
logisch analysiert und es konnten keine neoplastischen Veränderungen festgestellt werden.
Dahingegen zeigten 50 von 63 untersuchten (ATIxcre-deleter) F1 Tieren Tumorentwicklung
in der Leber ab einem Alter von 6 Monaten. In drei dieser Tiere konnten nur durch histologi-
sche Analyse diskrete Dysplasien nachgewiesen werden. Zwei Tiere im Alter von 7 und 8
Monaten mit sehr großen Tumoren entwickelten auch hämatogene Metastasen in der Lunge,
eines dieser Tiere zeigte auch Metastasen im Herz.
(ATIxcre-deleter) F1 Tiere der Linien L1/14 und L14 wurden mit C3H Tieren weiter verpaart.
Nachkommen von (ATIxcre-deleter) F1 Tieren, die nicht mehr transgen für Cre waren, wie-
sen entweder das Transgen in Sinn-Orientierung auf, was zur Tumorbildung führen sollte,
oder in Gegensinn-Orientierung. Im letzten Fall wurde keine Tumorbildung erwartet. 15 von
15 Tieren der Linie L1/14 mit Gegensinn-Orientierung (4 - 11 Monate) blieben Tumor-frei. 5
Tiere im Alter von 7 und 8 Monaten zeigten auch histologisch keine Auffälligkeiten. 16 von 34
Tieren mit Sinn-Orientierung der Linie 1/14 und 23 von 43 Tieren der Linie 14, von der nur
noch Tiere mit Sinn-Orientierung zur Verfügung standen, entwickelten Lebertumoren zum
untersuchten Zeitpunkt. In Abb. 5.A. sind diese Befunde grafisch zusammengefasst.
In allen ATI Linien traten makroskopisch sichtbare Tumoren ab einem Alter von 6 Monaten
auf. Daher wurden zur Berechnung der Tumorinzidenz nur Tiere ab diesem Alter berücksich-
tigt (Abb. 5.B.), was allerdings nicht ausschließt, dass mikroskopisch diagnostizierbare Ver-
änderungen bereits früher entstehen. So entwickelten 91% (Linie 1), 73% (Linie1/14) bzw.
82% (Linie 14) der untersuchten Tiere Lebertumoren. Die neoplastischen Veränderungen
waren allerdings sehr heterogen, was von vereinzelten dysplastischen Foci über noduläre
Adenome hin zu multifokalen hepatozellulären Karzinomen (HCC) reicht. Die Tumorent-
wicklung korrelierte nicht immer mit dem Alter der Tiere. So konnten 6 Monate alte Tiere be-
reits ein ausgeprägtes HCC entwickeln, während 8 – 11 Monate alte Tiere erst fokale
Dysplasien aufwiesen. Bei einem Großteil der Tiere nahm aber die Malignität mit dem Alter
zu. Die Tumorentstehung war auf die Leber begrenzt und korrelierte mit der Expression des
T Antigens, was bereits durch Torsten Sacher gezeigt wurde.
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4.1.1.2. Analyse von AST Tieren
Die Tumorentwicklung in (ASTxcre-deleter) F1 Tieren wurde zunächst als unzuverlässig ein-
gestuft. Hier stand nur noch die Linie 72 zu Verfügung, in der 2 von 9 Tieren Lebertumoren
im Alter von 3 Monaten entwickelt hatten. 3 Tiere starben im Alter von ca. 3 Monaten, aller-
dings mit unbekanntem Befund. So wurden AST Tiere weiterverpaart, die zu den beiden
Tumor-Tieren möglichst nahe verwandt waren. Außerdem wurde die Charakterisierung der
Tiere umgestellt und die Transgen-Analyse mit Hilfe von PCR mit DNA aus Schwanzgewebe
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Abb. 6: Typisierung von AST Tieren durch Analyse von DNA aus Schwanzgewebe.
Von Nachkommen der AST Linie 72 wurde Schwanz-DNA präpariert. A) Im Southern Blot wurde
das AST Transgen mit Hind III-verdauter Schwanz-DNA durch Hybridisierung mit  einer HindIII-
generierten DNA-Sonde nachgewiesen. Die Sonde detektiert Sequenzbereiche des AST- als auch
des Cre-Konstrukts. Der Blot wurde freundlicherweise von Torsten Sacher zur Verfügung gestellt
und zeigt eine deutliche Signalreduktion in ASTxcre-deleter doppelt-transgenen Tieren im Vergleich
zu AST einzel-transgenen Tieren. Im Gegensatz hierzu liefert eine PCR-Analyse (B) mit β2m-1/2-
und TAg-1/2-Primern (a) ein gleichstarkes Signal in ASTxcre-deleter- und AST Tieren. Die Rekom-
bination kann aber durch eine PCR mit Floxdel-1/2-Primern (b) nachgewiesen werden.
a
b
B ATI-Linie (Alter: ab 6 Monate) Tumor-Positive Tiere/ 
Gesamtzahl
% Tumor-positive Tiere
Linie L1 (ATIxcre-deleter) F1 50/55 91%
Linie L1/14 ATI-Sinn-Orientierung 16/22 73%
Linie L14 ATI-Sinn-Orientierung 23/28 82%
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durchgeführt. Wie bereits von Torsten Sacher beschrieben, zeigten im Southern Blot AST
Tiere, die zusätzlich das Cre-Transgen trugen, eine deutliche Reduktion des TAg–Signals im
Vergleich zu einer nicht rekombinierten Kontrolle. Dies erklärt sich durch eine Deletion von
Sequenzen, die von gleichsinnig orientierten loxP-Stellen umrahmt sind, sodass von mehre-
ren integrierten Transgen-Kopien vermutlich nur eine im transgenen Lokus zurück bleibt.
Aufgrund dieser Signalreduktion waren (ASTxcre-deleter) F1 doppelt-positive Tiere im Sou-
thern Blot nur schwer zu identifizieren. In der PCR-Analyse war eine solche Signalreduktion
nicht zu beobachten und erlaubte daher eine zuverlässige Identifikation der Transgen-
positiven Tiere (Abb. 6).
4.1.1.2.1. Verlauf der Tumorentwicklung in (ASTxcre-deleter) F1 Tieren
(ASTxcre-deleter) F1 Tiere wurden in unterschiedlichem Alter auf die Entwicklung von Tumo-
ren untersucht (Abb. 7). Lebern von rekombinierten Tieren wurden hierfür histologisch analy-
siert. Astrid Bechthold konnte in ihrer Master-Arbeit (2002) zeigen, dass die Expression von
T Antigen auf mRNA-Ebene in Lebern von rekombinierten Tieren bereits  im Alter von zwei
Tagen erfolgte. Frühere Zeitpunkte wurden bisher nicht untersucht. In den hier untersuchten
(ASTxcre-deleter) F1 Tieren zeigten Lebern von 4 Wochen alten Tieren aufgrund der frühen
TAg–Expression bereits eine deutliche Proliferation von Hepatozyten und eine profunde
Dysplasie, die gekennzeichnet war durch vergrößerte, pleiomorphe Kerne. Die trabekuläre
Leberstruktur war bereits gestört. Mit 6 Wochen traten präneoplastische Foci und erste no-
duläre Adenome auf. In Lebern von 8 Wochen alten Tieren fanden sich vermehrt multifokale
Adenome, die sich durch eine scharfe Abgrenzung vom umliegenden Gewebe, sphärische
Ausdehnung und Fehlen einer Abkapselung auszeichneten. Außerdem traten bereits nodulä-
re Karzinome auf. Im Alter von 10 bis 12 Wochen wurden die Tiere mit einem fortgeschritte-
nen multifokalen hepatozellulären Karzinom (HCC) diagnostiziert. Tumornodule unterschied-
licher Größe zeichneten sich durch eine hohe Zahl von atypischen Mitosen aus, häufig auch
tripolar, was charakteristisch für Karzinome ist. Es waren vermehrt nekrotische Areale zu
finden, was möglicherweise aufgrund unzureichender Blutversorgung hervorgerufen wurde.
In vielen Tieren war außerdem eine Zystenbildung festzustellen.
Ab 6 Wochen war in allen Stadien der Tumorentwicklung eine mäßige Infiltration von mono-
nukleären Zellen zu beobachten, die möglicherweise durch die Expression von TAg oder
durch den Transformationsprozess selbst ausgelöst wird. Histologisch gab es keinen Hin-
weis auf TAg-Expression in anderen Leberzellen als den Hepatozyten. Gallengangsepithel-
zellen, Ito-Zellen, sinusoidale Endothelzellen, Kupffer-Zellen, dendritische Zellen und Leber-
assoziierte Lymphozyten zeigten keine Anomalien.
In anderen Lebertumor-Modellen wurde Metastasierung z.B. in die Lunge beobachtet
(Sandgren et al., 1989; Hino et al., 1989). In den hier untersuchten (ASTxcre-deleter) F1
Tieren wurde histologisch aber keine Metastasenbildung festgestellt.
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Insgesamt verlief die Tumorenstehung in (ASTxcre-deleter) F1 Tieren sehr gleichmäßig und
zuverlässig, was für die späteren Induktionsversuche von Vorteil war. Mit zunehmendem
Alter stieg das prozentuale Lebergewicht bei (ASTxcre-deleter) F1 Tieren stetig an und
konnte bis zu 30% betragen, während es bei AST Tieren bei 4.6% lag. 41 von 41 unter-
suchten doppelt-transgenen Tieren entwickelten HCC. Aufgrund des ausgeprägten Tumor-
wachstums wurden die Tiere im Alter von 9 bis 16 Wochen getötet, um ein unnötiges Leiden
zu vermeiden. Unrekombinierte AST Tiere hingegen blieben Tumor-frei. 9 Tiere im Alter von
7 – 9 Monaten wurden histologisch untersucht und es konnten keine malignen Veränderun-
gen festgestellt werden.
4.1.2. Gewebespezifität der Tumorentstehung
4.1.2.1. Histologische Analyse
Aus anderen Mausmodellen, in denen TAg unter einem leberspezifischen Promotor expri-
miert wurde, war bekannt, dass eine ektopische TAg–Expression auch zur Transformation in
anderen Zelltypen als Hepatozyten führen kann (Sepulveda et al., 1989, Fox et al., 1989).
4 6 8 10 12        Woche
Dysplasie und polymorphe Nuklei
Präneoplastische Foci und noduläre Adenome
Multifokale Adenome und Karzinome
Hepatozelluläres Karzinom
†
Abb. 7: Verlauf der Tumorentwicklung
in (ASTxcre-deleter) F1 Tieren.
AST-Tiere der Linie 72 wurden mit cre-deleter-
Tieren verpaart und d ie Tumorentwicklung in
doppelt-transgenen Tieren untersucht. Beginnend
mit einer profunden Dysplasie ist die Entstehung
von Lebertumoren gekennzeichnet durch
fortschreitende Stadien von nodulären Adenomen
bis hin zum multifokalen Hepatozellulären
Karzinom (HCC). Die Fotos zeigen die Leber eines
(ASTxcre-deleter) F1 Tieres im Alter von 10
Wochen mit ausgeprägtem HCC (links) und die
Leber eines gleichaltrigen AST Kontroll-Tieres
(rechts).
(ASTxcre-deleter) F1            AST
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Außerdem wurde die Expression von „leberspezifischen“ Genen (CRP, SAP) unter physiolo-
gischen Bedingungen im Thymus nachgewiesen (Klein et al., 1998). Um eine mögliche
Transformation anderer Zellen als Hepatozyten durch eine möglicche ektopische
TAg–Expression im AST-Modell zu untersuchen, wurden verschiedene Organe von Tumor-
tragenden (ASTxcre-deleter) F1 Tieren histologisch analysiert. Dies waren Lunge, Milz, Nie-
re, Herz, Pankreas, Geschlechtsorgane, Darm und Thymus. Da AST Tiere durch die Verpaa-
rung mit cre-deleter Tieren in Zellen aller Organe rekombinierte Konstrukte tragen, ist aus-
schließlich die Gewebespezifität des Albumin-Promotors für die ektopische Expression ent-
scheidend. In keinem der untersuchten (ASTxcre-deleter) F1 Tiere konnten neoplastische
Veränderungen in anderen Organen der Leber aufgrund möglicher abberanter
TAg–Expression festgestellt werden.
4.1.2.2. Analyse von Organ-Lysaten im Western-Blot
Um die Gewebespezifität der Onkogen-Expression näher zu untersuchen, wurden aus Tu-
mor-tragenden (ASTxcre-deleter) F1 Tieren im Alter von 8 und 10 Wochen neben Leberge-
webe auch andere Organe wie Lunge, Milz, Niere und Thymus entnommen und die T Anti-
gen Expression auf Proteinebene in einem Western Blot untersucht (Abb. 8). Lediglich im
Lysat der Leber konnte TAg-Protein detektiert werden, während in Lysaten anderer Organe
T Antigen nicht nachgewiesen werden konnte. Auch in Organ-Lysaten von unrekombinierten
AST Tieren wurde kein TAg-Protein detektiert.
Diese Analyse bestätigte die histologische Untersuchung und zeigte, dass im AST-Modell die
Onkogen-Expression mit nachfolgender Tumorentwicklung gewebespezifisch in der leber
erfolgte.
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Abb. 8: Gewebespezifität der
T Antigen Expression.
Im  Alter von 8 Wochen wurden einem
(ASTxcre-deleter) F1 Tier mit deutlichem
Tumorwachstum sowie einem AST-
Kontrolltier unterschiedliche Organe ent-
nommen und jeweils ein Lysat hergestellt.
Je 30 µg des Organlysates wurden in ei-
nem SDS-Gel aufgetrennt und im Western-
Blot auf die Expression von T Antigen un-
tersucht. Als Ladekontrolle wurde mit einem
Anti-Tubulin Antikörper gefärbt. Lediglich in
der Leber des (ASTxcre-deleter) F1 Tieres
konnte TAg detektiert werden, während die
anderen untersuchten Organe kein Signal
aufwiesen. Auch in Organen des AST-
Tieres konnte keine TAg-Expression nach-
gewiesen werden.
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4.1.3. Charakterisierung der Mauslinien ATI und AST - Zusammenfas-
sung
Sowohl in den ATI Linien als auch in der AST Linie 72 entwickelten sich nach Rekombination
in den Lebern der Tiere hepatozelluläre Karzinome (HCC). Die Tumorbildung war auf die
Leber beschränkt und in anderen Organen wurden nach Rekombination keine malignen Ver-
änderungen beobachtet. Unrekombinierte AST und ATI Tiere entwickelten keine Tumoren.
Die Mauslinien ATI und AST eignen sich daher zur gewebespezifischen Induktion der T Anti-
gen Expression und nachfolgender Tumorbildung. Allerdings erfolgte die HCC–Bildung in
den rekombinierten ATI Linien zu einem späten Zeitpunkt (ab 6 Monaten) und verlief hetero-
gen. Die Tumorinzidenz im AST Tieren lag nach Verpaarung mit cre-deleter Mäusen bei
100%, erfolgte innerhalb von 3 Monaten, und das Tumorwachstums zeigte einen homoge-
nen zeitlichen Verlauf. Für die Induktion von autochthonen Tumoren im erwachsenen Tier
mit Hilfe von Cre-Vektoren wurde daher die AST Linie ausgewählt.
4.2. Induktion von Lebertumoren in erwachsenen AST
Tieren
Die vorliegenden Mauslinien wurden generiert, um ein Modell für die Entstehung sporadi-
scher Tumoren im Menschen zu etablieren. Ziel hierbei war, sich der physiologischen Situa-
tion im Menschen anzunähern. Daher soll die Kanzerogenese erst im erwachsenen Tier zu
einem definierten Zeitpunkt induziert werden. Im Gegensatz zu den meisten herkömmlichen
transgenen Tumormodellen, in denen alle Zellen eines Organs ein Onkogen exprimieren und
damit auch potentiell die Fähigkeit zur Transformation aufweisen, bietet das induzierbare
AST-Modell die Möglichkeit, nur einen Teil der Zellen eines Organs zu transformieren. So
kann in der Nachbarschaft von untransformierten, nicht neoplastischen Zellen die Entwick-
lung eines Tumors verfolgt werden. Aufgabe dieser Arbeit war es, nur in einem Teil der He-
patozyten der AST Maus durch Cre-vermittelte Rekombination die Expression des Onkogens
TAg zu induzieren.
Hierzu sollten unterschiedliche Ansätze verfolgt werden. Mit Hilfe von Liposomen oder poly-
kationischen Substanzen, die zum Verpacken von DNA-Konstrukten geeignet sind, soll ein
Cre-kodierendes Plasmid Mäusen mit einem gefloxen Allel appliziert werden. Eine weitere
Möglichkeit bieten virale Genvektoren, um eine Cre-vermittelte Rekombination zu erzielen. In
dieser Arbeit wurden daher rekombinante Adenoviren dahingehend untersucht, ob sie eine
Rekombination vermitteln können und ob dies in der AST Maus zur Tumorbildung führt.
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4.2.1. Liposomen und polykationische Substanzen als Genvektoren
für die Cre-vermittelte Rekombination
4.2.1.1. Cre-Konstrukte
Um die Rekombination eines gefloxten Zielkonstruktes in vivo zu erreichen, wurden zunächst
nicht-virale Gevektoren getestet mit dem Ziel, ein Cre-kodierendes Plasmid in die Lebern von
Versuchstieren zu transportieren. Es standen zwei Plasmide zu Verfügung:
pHD2–TK.NLS.cre1 (Kellendonk et al., 1996), das Cre unter der Kontrolle des Thymidin-
Kinase (TK)-Promotors von HSV (Herpes Simplex Virus) exprimiert und eine nukleäre Loka-
lisationssequenz (NLS) enthält, um einen effizienten Transport der Cre-Rekombinase in den
Kern zu gewährleisten; das zweite Plasmid pUC19–alb.NLS.cre1 (von T. Sacher zur Verfü-
gung gestellt) entspricht einem Derivat von pHD2–TK.NLS.cre1, das Cre unter der Kontrolle
des Albumin-Promotors/Enhancers (alb-P/E) exprimiert.
Außerdem wurden zwei weitere Konstrukte angefertigt, pHD2–TK.icre und pHD2–alb.icre,
die eine verbesserte (i = „improved“) Cre-Sequenz enthalten (Shimshek et al., 2002). Die
ursprüngliche Cre-Sequenz wurde durch Aminosäureaustausche so verändert, dass der Ko-
dongebrauch humanisiert wurde, der CpG-Gehalt minimiert, kryptische Splice-Stellen elimi-
niert, das Stopp-Kodon verändert und eine optimale Kozak-Konsensus-Sequenz eingeführt
wurde. Durch diese Veränderungen konnte in vitro eine 1.7-fach bessere Rekombination in
CV1-5B Reporterzellen erzielt werden (Shimshek et al., 2002).
Klonierung der Konstrukte pHD2–TK.icre und pHD2–alb.icre
Die icre–Sequenz wurde aus pBlue.icre (zur Verfügung gestellt von R. Sprengel, MPI für
medizinische Forschung, Heidelberg) durch Verdau mit KpnI (glattes Ende) und BamHI aus-
geschnitten und in den mit SpeI (glattes Ende) und BglII geschnittenen Vektor
pHD2–TK.NLS.cre1 eingesetzt, um pHD2–TK.icre zu erhalten. Zur Klonierung von
pHD2–alb.icre, wurde aus dem Plasmid pHD2–TK.icre die TK–Promotorsequenz durch Ver-
dau mit PstI entfernt und durch ein PstI–Fragment aus pUC19–alb.NLS.cre1 ersetzt, das den
alb-P/E enthielt.
4.2.1.2. Transfektion und Cre-vermittelte Rekombination in vitro
Um diese Plasmide zunächst auf ihre Rekombinationsfähigkeit zu testen, wurde  die Repor-
terzelllinie CV1–5B mit den unterschiedlichen Konstrukten transfiziert. CV1–5B Zellen tragen
ein lacZ-Gen, das nur exprimiert werden kann, wenn eine Floxstopp-Kassette nach
Cre–vermittelter Rekombination entfernt wurde (Abb. 9.A). Nach Transfektion mit
pHD2–TK.NLS.cre1 oder pHD2–TK.icre konnte die erfolgreiche Rekombination mit Hilfe ei-
ner X-Gal-Färbung sichtbar gemacht werden (Abb. 9.B). Allerdings ergab sich bei der
Transfektion mit pHD2-TK.icre keine deutlich erhöhte Rekombinationseffizienz im Vergleich
zu pHD2–TK.NLS.cre1. Da beide Konstrukte in vitro die Rekombination vermitteln konnten,
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A
Rekombination durch
Cre-Rekombinase
pHD2–TK.NLS.cre1 pHD2-TK.icre
1 µg
2.5 µg
5 µg
B
Abb. 9: Transfektion von CV1-5B-Zellen mit den Plasmiden pHD2–TK.NLS.cre1 und
pHD2–TK.icre.
A) Grafische Darstellung des Zielkonstruktes zur Visualisierung von Ce-vermittelter Rekombination.
Das E.coli Gen für β-Galaktosidase ist von seinem Promotor (SV40 Enhancer/HSV-Thymidin-Kinase)
durch das Neomyzin-Resistenz-Gen getrennt (oben). Cre-vermittelte Rekombination zwischen den
beiden loxP-Stellen führt zur Expression von β-Galaktosidase.
B) CV1-5B-Zellen wurden in 12–Loch–Platten ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert.
1, 2.5 oder 5 µg Plasmid-DNA wurden mit Lipofectamin2000 komplexiert und zu den Zellen gegeben.
Die Transfektion erfolgte für 6 Stunden in OptiMEM. Danach erfolgte ein Mediumwechsel und die Zel-
len wurden in Standard-Medium weiterkultiviert. Nach insgesamt 48 Stunden wurden die Zellen fixiert
und eine X–Gal-Färbung durchgeführt.
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wurden sie später auch für Versuche in vivo eingesetzt. pUC19-alb.NLS.cre1 und
pHD–alb.icre konnten in vitro nicht getestet werden, da keine geeigneten Reporterzelllinien
zur Verfügung standen, die von Hepatozyten abstammen.
4.2.1.3. Transfektion und Cre-vermittelte Rekombination in vivo
4.2.1.3.1. „Verpackungshilfen“
Für die Transfektion in vivo wurden unterschiedliche Reagenzien eingesetzt, die  die Fähig-
keit zur Verpackung oder Komplexierung von Plasmid-DNA haben. Dies soll die DNA vor
vorzeitiger Degradation in der Blutzirkulation schützen und die zelluläre Aufnahme sowie die
Expression in der Zielzelle unterstützen. Außerdem werden nicht-virale Genvektoren als we-
niger immungen eingestuft.
Hier wurden sowohl anionische Liposomen eingesetzt, die nach einem Protokoll einer Ver-
öffentlichung der Gruppe um Salvadore Alino in Barcelona hergestellt wurden (Crespo et al.,
1996), als auch käufliche kationische Liposomen, die aus einem DOTAP-Cholesterol-
Gemisch bestehen (in vivo GeneSHUTTLE, Quantum Biotechnologies, Ilkirch Cedex, Frank-
reich). Neben Liposomen wurden auch kationische Polymere wie ExGen 500™ (Fermentas,
Vilnius, Litauen), in vivo jetPEI™ und in vivo jetPEI™-Gal (beide Qbiogene, Heidelberg) ver-
wendet. Diese positiv geladenen linearen Polyethylenimine interagieren mit negativ gelade-
ner DNA und bilden ein positiv geladenes DNA-Polymer-Kondensat aus, das mit anionischen
Proteoglykanen an der Zelloberfläche interagieren kann. Nach Endozytose der Kondensate,
wirkt der Polyethylenimin- Anteil als proton sponge („Protonen-Schwamm“), was zur Freiset-
zung der DNA ins Zytoplasma führt. in vivo jetPEI™-Gal ist ein Mannose-Konjugat, das
durch Interaktion mit Mannose-Rezeptoren in Zellen aufgenomen wird. Ein solcher Rezeptor
ist z.B. der Asialoglykoprotein-Rezeptor auf Hepatozyten.
Zur in vivo Analyse der Rekombination durch Cre-kodierende Plasmide wurden entweder
AST Mäuse eingesetzt oder die Reporter-Maus RA/EG (Constien et al., 2001).
RA/EG Mäuse (RAGE = receptor for advanced glycated end products/eGFP = enhanced
green fluorescent protein) tragen ein gefloxtes Konstrukt im RAGE-Lokus, das die
eGFP–Expression nur nach cre-vermittelter Rekombination ermöglicht. Nach Cre-Aktivität
können so erfolgreich rekombinierte Zellen einfach anhand ihrer eGFP–Expression nachge-
wiesen werden.
4.2.1.3.2. Anionische Liposomen
Zunächst wurden  Versuche mit anionischen Liposomen durchgeführt. Die Liposomen wur-
den nach einem Protokoll veröffentlicht von Crespo et al., (1996) nach dem Prinzip der De-
und Rehydratisierung hergestellt. Im Schritt der Rehydratisierung wird Plasmid-DNA zwi-
schen einer Lipid-Doppelschicht eingeschlossen und ist dadurch vor einem vorzeitigen Ab-
bau in der Blutbahn geschützt. Zunächst wurde das Plasmid pUC19-alb.NLS.cre1 in Lipo-
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somen verpackt und AST Mäusen über die Schwanzvene injiziert. Nach dreimaliger Injektion
von jeweils 10 µg DNA wurde den Tieren eine Woche nach der letzten Injektion die Leber
entnommen und die Expression von Cre-mRNA und TAg-mRNA in einer RT–PCR-Analyse
untersucht. Abb. 10.A zeigt, dass Cre-mRNA in den Lebern der behandelten Tiere nachge-
wiesen werden kann. Allerdings konnte in diesen Analysen keine Expression von T Antigen
in der Leber detektiert werden. In weiteren Versuchen, auch mit höheren DNA-Mengen,
konnte keine Rekombination auf DNA-Ebene gezeigt werden. Eine gelegentliche, schwache
T Antigen-Expression erwies sich als nicht zuverlässig und schlecht reproduzierbar.
Ähnliche Versuche wurden auch in RA/EG Reportermäusen durchgeführt. Die Plasmide
pHD2–TK.NLS.cre1 und pUC19-alb.NLS.cre1 wurden in Liposomen verpackt und den Mäu-
sen über die Schwanzvene injiziert. Nach dreimaliger Injektion von jeweils 10 µg DNA wurde
den Tieren eine Woche nach der letzten Injektion wieder die Leber entnommen und in einer
RT-PCR-Analyse untersucht. Wie in Abb. 10.B zu sehen, konnte eine eGFP-Expression auf
mRNA-Ebene gezeigt werden, was auf eine erfolgreiche cre-vermittelte Rekombination hin-
wies. Um die eGFP-Expression zusätzlich auf Proteinebene zu untersuchen, wurden
Kryoschnitte für die Fluoreszenzmikroskopie angefertigt. In diesen Analysen konnte aber die
eGFP–Expression, die auf mRNA-Ebene nachweisbar war, auf Proteinebene nicht bestätigt
werden.
         
      
Abb. 10: RT-PCR-Analyse nach Injektion von Cre-Liposomen.
A) AST-Tieren wurden 3x 10 µg in wöchentllichem Abstand pUC19–alb.NLS.cre1/Liposomen i.v.
injiziert. Eine Woche nach der letzten Injektion wurde eine RT-PCR-Analyse mit Lebergewebe
durchgeführt.  So konnte die Expression von Cre-Rekombinase nachgewiesen werden.
B) 3x pHD2–TK.NLS.cre/Liposomen (1) und  pUC19–alb.NLS.cre1/Liposomen (2) wurden RA/EG-
Tieren i.v. injiziert und eine Woche nach der letzten Injektion Lebergewebe für eine RT-PCR-
Analyse entnommen. Die Liposomen-vermittelte Rekombination führt zur Expression von eGFP in
den behandelten Tieren.
HGPRT
cre
A -    +     -      +     RT
HGPRT
eGFP
B -    +     -      +     RT
1    2
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Dennoch wurde in Langzeitversuchen die Möglichkeit der Tumorinduktion durch
Cre–Liposomen in AST Tieren untersucht. Hierzu wurden 10 – 20 µg pHD2–TK.NLS.cre1
dreimal injiziert und nach 4 Monaten die Lebern der Tiere histologisch untersucht. Es konn-
ten jedoch in keinem der 12 untersuchten Tiere Hinweise auf neoplastische Veränderungen
gefunden werden.
4.2.1.3.3. Kationische Liposomen und polykationische Reagenzien
Neben anionischen Liposomen wurden auch käufliche in vivo Transfektionsreagenzien ge-
testet. Hierzu zählen die kationischen Liposomen in vivo GeneSHUTTLE (Quantum Biotech-
nologies, Illkirch Cedex, Frankreich) und die polykationischen Polyethylenimin-Verbindungen
ExGen 500™ (Fermentas, Vilnius, Litauen), in vivo jetPEI™ und in vivo je–PEI™–Gal (beide
Qbiogene, Heidelberg). Mit diesen Reagenzien wurden Kurzzeitversuche in RA/EG Mäusen
mit unterschiedlichen Mengen Plasmid-DNA (3x10 µg und 3x30 µg) durchgeführt. Hier wur-
den neben den bisher verwendeten Plasmiden auch die Konstrukte pHD2–TK.icre und
pHD2–alb.icre eingesetzt. Leider konnte in keinem der Experimente in den Lebern der Ver-
suchstiere die eGFP–Expression induziert werden, wie die fluoreszenzmikroskopische Ana-
lyse zeigte.
4.2.1.4. Liposomen als Cre-Vektoren - Zusammenfassung
Zunächst wurde die Möglichkeit der T Antigen-Induktion durch Cre-Liposomen untersucht.
Liposomale Genvektoren gelten als wenig immunogen, sollen die Plasmid-DNA vor vorzeiti-
gem Abbau in der Blutzirkulation schützen und schienen daher geeignet, die Tumorinduktion
im AST-Modell zu vermitteln. Hier konnte in vitro nachgewiesen werden, dass die einge-
setzten Cre-Konstrukte pHD2–TK.NLS.cre1 oder pHD2–TK.icre die Rekombination von
loxP–Stellen in der Reporterzelllinie CV1-5B vermitteln können. Allerdings konnte diese Re-
ombination in vivo nur bedingt reproduziert werden. Zwar deutete eine eGFP-Expression auf
mRNA-Ebene in behandelten RA/EG-Reportermäusen auf eine erfolgreiche Rekombination
hin, auf Proteinebene war dies allerdings nicht nachzuweisen. Letztendlich konnte weder in
AST Mäusen noch in RA/EG Tieren mit unterschiedlichen Transfektionsreagenzien zuverläs-
sig eine Rekombination herbeigeführt werden.
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4.2.2. Rekombinante Adenoviren als Genvektoren für die Cre-ver-
mittelte Rekombination
Werden Adenoviren systemisch appliziert, z.B. über eine Injektion in die Schwanzvene, so
zeigen sie einen natürlichen Tropismus für die Leber. Daher waren sie für das AST Modell
geeignet, um Cre-Rekombinase in Hepatozyten einzuschleusen. Zusammen mit Astrid
Bechthold wurden von mir unterschiedliche rekombinante Adenoviren hergestellt, die Cre-
Rekombinase wahlweise unter Kontrolle des Albumin-Promotors/Enhancers (Alb-P/E) oder
des CMV (Cytomegalovirus)-Promotors exprimieren. Außerdem wurden Adenoviren gene-
riert, die zusätzlich zur Cre-Rekombinase GFP unter Kontrolle des CMV-Promotors exprimie-
ren, um die Transduktion in vitro und in vivo leichter verfolgen zu können.
Die hier eingesetzten Viren wurden nach dem Prinzip von He et al. (1998) in Zusammenar-
beit mit Ulla Protzer-Knolle (IMMIH, Universität Köln) generiert. Hierbei wird das Zielgen zu-
nächst in einen sog. Transfervektor eingesetzt. Anschließend werden dieser Transfervektor
und ein zweiter Vektor, der das adenovirale Genom kodiert, in geeignete Bakterien
ko–transformiert. Hier erfolgt die Rekombination zwischen homologen Bereichen, die in bei-
den Vektoren vorhanden sind, um das Zielgen in das Adenovirus-Genom einzubringen. Da
die Regionen E1 und E3 im adenoviralen Genom deletiert sind, sind diese rekombinanten
Viren Replikations-defizient. Zur Produktion der Viren müssen die Proteine E1 und E3 durch
eine geeignete Zellline in trans zur Verfügung gestellt werden. Die Klonierung der hier er-
wendeten Viren ist ausführlich in der Master-Arbeit von A. Bechthold (2002) beschrieben. Die
nachfolgende Tabelle gibt einen Überblick über die unterschiedlichen Adenoviren.
4.2.2.1. Adenovirale Transduktion und Cre-vermittelte Rekombination in vitro
Zunächst wurden verschiedene rekombinante Cre-Adenoviren in CV1–5B-Zellen in vitro ge-
testet. Hierbei wurde sowohl die Transduktion anhand der GFP-Expression als auch die er-
folgreiche Cre-vermittelte Rekombination mit Hilfe einer X-Gal-Färbung untersucht (Abb. 11).
CV1–5B-Zellen konnten mit Ad-CMV.cre-GFP und Ad-alb.cre-GFP Viren transduziert wer-
den, was durch Analyse am Fluoreszenzmikroskop anhand der GFP-Expression sichtbar
gemacht wurde.  Rekombinierte blaugefärbte Zellen konnten nach Transduktion mit
Ad–CMV.cre–GFP und Ad-CMV.cre nachgewiesen werden. GFP-positive und rekombinierte
Virus Cre-Rekombinase Reportergen
Ad-CMV.cre CMV.cre ∅
Ad-CMV.cre-GFP CMV.cre CMV.GFP
Ad-alb.cre alb-P/E.cre ∅
Ad-alb.cre-GFP alb-P/E.cre CMV.GFP
Ad-GFP ∅ CMV.GFP
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blaugefärbte Zellen ko-lokalisierten nicht vollständig. Dies ist darauf zurückzuführen, dass
Cre–Rekombinase und GFP jeweils von einem eigenständigen Promotor kontrolliert werden.
CV1–5B –Zellen, die mit  Ad–alb.cre-GFP und Ad-alb.cre transduziert wurden, zeigten er-
wartungsgemäß keine Rekombination aufgrund des verwendeten Promotors für die Cre-
Rekombinase.
        
Ad-CMV.cre Ad-alb.creA
       
Ad-CMV.cre-GFP Ad-alb.cre-GFPB
Abb. 11: Transduktion von CV1-5B-Zellen mit rekombinanten Adenoviren.
1x106 CV1-5B-Zellen wurden in 12-Loch-Platten ausgesät und bis zur vollständigen Adhärenz über
Nacht kultiviert. Nach Zugabe von 104 ifu (A) der rekombinanten Adenoviren Ad–CMV.cre oder
Ad–alb.cre und 105 ifu (B) der Adenoviren Ad-CMV.cre-GFP oder Ad-alb.cre-GFP wurden die Zel-
len für 48 Stunden inkubiert. Nach der Fixierung wurde eine X-Gal-Färbung durchgeführt und die
Zellen an einem Fluoreszenzmikroskop analysiert (Vergrößerung 40x).
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4.2.2.2. Adenovirale Transduktion von C3H Mäusen zur Analyse der Dosis-
abhängigkeit in vivo
Bei systemischer Applikation zeigen Adenoviren einen Tropismus für die Leber. Die Virus-
Aufnahme wird durch den CAR-Rezeptor (Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor) vermittelt, des-
sen Expression in der Leber am höchsten ist (Tomko et al., 1997). In dieser Arbeit wurde
zunächst die Transduktion von Hepatozyten nach intravenöser Injektion von Ad-CMV.cre-
GFP oder Ad-alb.cre-GFP untersucht. Dazu wurden unterschiedliche Dosen von Adenovirus
injiziert (5x108, 2.5x108 und 1.25x108 ifu) und die Leber auf die Expression von GFP hin un-
tersucht. Bei beiden untersuchten Viren zeigte sich eine Korrelation von injizierter Dosis zu
transduzierten Zellen im Lebergewebe (Abb. 12), da mit abnehmender Virus-Dosis auch die
Zahl der transduzierten Hepatozyten abnahm. Die Korrelation verlief nicht linear: mit 5x108
Viren konnten mindestens 40% der Hepatozyten transduziert werden, mit 2.5x108 Viren zwi-
schen 10 und 15 %, mit 1.25x108 Viren sind nur noch einzelne transduzierte Zellen (ca. 1%)
nachweisbar.
2,5x108 ifu 100x
1,25x108 ifu 100x
2,5x108 ifu 100x
5x108 ifu 100x 400x5x108 ifu
a
b
c
d
f
ee
Abb. 12: Dosisabhängigkeit nach Injektion
rekombinanter Adenoviren.
Unterschiedliche Dosen rekombinanter Adenoviren wurden
C3H-Mäusen intravenös injiziert. Nach 48 Stunden wurden
die Tiere getötet, in situ mit 4% PFA perfundiert und die
Organe in Isopentan eingefroren. 7 µm dicke Gefrier-
schnitte wurden angefertigt und im Fluoreszenzmikroskop
analysiert.
a – e: Injektion von Ad–CMV.cre-GFP. f: Injektion von
Ad–alb.cre-GFP. Im  Ausschnitt e (rotes Viereck in d) sind
tranduzierte Hepatozyten markiert. Dosis und Vergrößerung
sind jeweils im Bild mit angegeben.
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Abb. 13: Adenovirale Transduktion und cre-vermittelte Rekombination in
ROSA26R Mäusen.
Unterschiedliche Dosen der rekombinanten Adenoviren Ad-CMV.cre-GFP oder
Ad–alb.cre–GFP wurden ROSA26R Mäusen intravenös appliziert. Nach 4 Tagen wurden Or-
gane entnommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. An 10 – 14 µm dicken Gefrier-
schnitten wurde anschließend eine X-Gal-Färbung durchgeführt.
A) In den Lebern der behandelten ROSA26R Mäusen ist die Anzahl der rekombinierten, blau-
en Zellen abhängig von der injizierten Adenovirus-Dosis. Vergrößerung: 10x.
B) Tiere, die mit höheren Dosen Ad-CMV.cre-GFP Adenovirus behandelt wurden, zeigen auch
Rekombination in der Milz. In ROSA26R Mäusen, denen 1x108 ifu Ad-CMV.cre-GFP injiziert
wurden, sind nur noch vereinzelte rekombinierte Zellen zu finden. Ad-alb.cre-GFP-behandelte
ROSA26R Mäuse zeigen keine Rekombination in der Milz.
Ad-CMV.cre-GFP
5x108 ifu 2.5x108 ifu
B
5x108 ifu
2.5x108 ifu
1x108 ifu
A Ad-CMV.cre-GFP Ad-alb.cre-GFP
10x 20x 20x
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4.2.2.3. Adenovirale Transduktion von ROSA26R Mäusen zur Analyse der
Rekombinationseffizienz in vivo
In ROSA26R Mäusen unterbindet eine gefloxte Neomyzin-Expressions-Kassette die Aktivität
des Reportergens lacZ, sodass nur nach Cre-Aktivität das lacZ-Gen exprimiert werden kann
(Soriano, 1999). Um die Effizienz der cre-vermittelten Rekombination in vivo zu untersuchen,
wurden ROSA26R Mäusen unterschiedliche Dosen der rekombinanten Adenoviren Ad-
CMV.cre-GFP oder Ad–alb.cre–GFP (5x108, 2.5x108 und 1.25x108 ifu) intravenös appliziert.
Nach 4 Tagen wurden Leber, Lunge, Milz, Niere, Pankreas, Thymus und Darm entnommen
und an Gefrierschnitten eine X-Gal-Färbung durchgeführt. Rekombinierte Zellen konnten so
anhand ihrer Blaufärbung nachgewiesen werden.
In den Lebern der behandelten ROSA26R Tiere zeigte sich eine deutliche Korrelation von
injizierter Dosis und Rekombinationseffizienz (Abb. 13.A). Bei einer Dosis von 5x108 ifu wa-
ren ca. 90% der Hepatozyten rekombiniert. Mit abnehmender Virus-Dosis nahm auch die
Zahl der rekombinierten Zellen ab.
Tiere, die mit höheren Dosen Ad-CMV.cre-GFP Adenovirus behandelt wurden, (5x108,
2.5x108 ifu) zeigten auch Rekombination in der Milz (Abb. 13.B). In ROSA26R Mäusen, de-
nen 1x108 ifu Ad–CMV.cre-GFP injiziert wurden, waren nur noch vereinzelte rekombinierte
Zellen in der Milz zu finden.
Rekombinierte, blaugefärbte Zellen waren in den anderen untersuchten Organen Lunge,
Niere, Pankreas, Thymus und Darm nicht nachweisbar.
In Ad-alb.cre-GFP-behandelten ROSA26R Mäusen hingegen beschränkte sich die Rekom-
bination ausschließlich auf die Leber.
4.2.2.4. Adenovirale Transduktion von AST Mäusen zur Analyse der Rekom-
binationseffizienz in vivo
Nachdem nachgewiesen wurde, dass Cre-Adenoviren ein gefloxtes Zielkonstrukt in Repor-
termäusen erfolgreich in vivo rekombinieren konnten, wurde im nächsten Schritt untersucht,
ob dies auch für das AST-Konstrukt zutraf. Daher wurden AST Mäusen 5x108 ifu
Ad–CMV.cre Viren intravenös appliziert. Nach 10 Tagen wurden den behandelten Tieren
Organe entnommen (Leber, Lunge, Niere, Thymus) und genomische DNA präpariert. An-
schließend wurde eine PCR mit sog. floxdel-Primern durchgeführt, um die Rekombination
auf DNA-Ebene zu untersuchen. Mit diesem Primer-Paar war es möglich, sowohl das unre-
kombinierte  (Produkt 1400 bp) als auch das rekombinierte (Produkt 400 bp) AST-Konstrukt
gleichzeitig nachzuweisen. Rekombination war vor allem in der Leber der behandelten Tiere
zu beobachten. Aber auch in der Lunge oder Niere konnte geringfügig Rekombination auf
DNA-Ebene nachgewiesen werden (Abb. 14.A).
Zusätzlich wurde eine mRNA-Präparation vorgenommen, um die Expression des T Antigens
zu untersuchen. Hier konnte ausschließlich in der Leber der Versuchstiere TAg-Expression
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nachgewiesen werden (Abb. 14.B). Dies ist auf die Promotor-Spezifität des AST-Transgens
zurückzuführen.
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Abb. 14: Adenovirale Transduktion und cre-vermittelte Rekombination in AST Mäu-
sen.
5x108 Ad-CMV.cre Adenoviren wurden AST Mäusen intravenös appliziert. Nach 10 Tagen wurden
die Tiere getötet, Organe entnommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Dargestellt sind
die Ergebnisse von drei behandelten Tieren. Als Kontrollen dienten unbehandelte AST und Virus-
behandelte Transgen-negative Tiere.
A) Nach der Präparation genomischer DNA wurde eine PCR mit floxdel-Primern durchgeführt, um
die Rekombination auf DNA-Ebene zu untersuchen. Rekombination war vor allem in der Leber der
behandelten Tiere zu beobachten. Aber auch in der Lunge oder Niere konnte geringfügig Rekom-
bination nachgewiesen werden. Aufgrund der Promotor-Spezifität des AST-Transgens führte die
cre-vermittelte Rekombination jedoch nur in der Leber auch zur Expression des T Antigens. In B)
ist die RT-PCR-Analyse zum Nachweis von TAg-mRNA dargestellt. Die Zelllinien AG104A (TAg-
negativ) bzw. AG104A–TAg (TAg-positiv) dienten als Kontrollen für die TAg-Expression.
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4.2.2.5. Histologische Analyse von Cre-Adenovirus behandelten AST Mäusen
Die Applikation von Cre-Adenoviren führte in den Lebern von AST Mäusen zur Expression
von T Antigen. Deshalb wurde untersucht, ob dies auch zu malignen Veränderungen in den
Lebern der behandelten Tieren führt. Dazu wurden AST Tieren und transgen-negativen
Kontroll-Tieren unterschiedliche Dosen von Ad–CMV.cre in die Schwanzvene injiziert, zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion Organe entnommen und histologische Schnitte
angefertigt.
Negative Tiere, die mit 5x108 ifu Ad–CMV.cre behandelt wurden, zeigten nach 10 Tagen eine
leichte Hepatitis, die an kleinen Foci von infiltrierenden mononukleären Zellen erkennbar
war. In den Lebern negativer Tiere, die mit 2.5x108 ifu Ad–CMV.cre behandelt wurden, war
eine solche Infiltration nicht mehr zu beobachten.
Lebern von AST Mäusen hingegen, die mit 5x108 ifu Ad–CMV.cre behandelt wurden, zeigten
nach 10 Tagen bereits deutliche neoplastische Veränderungen. Diese profunde Dysplasie
zeichnete sich durch vergrößerte, pleiomorphe Kerne in einer Vielzahl von Hepatozyten aus.
Es traten außerdem Mitosen auf, teilweise auch unregelmäßge, atypische, die den malignen
Charakter der beobachteten Veränderungen unterstrichen. Ähnlich wie in Transgen-
negativen Tieren fand auch hier eine milde Infiltration mit mononukleären Zellen statt. Au-
ßerdem waren Apoptosen zu beobachten. Die Milzen dieser Tiere waren vergrößert, was auf
eine aktive Immunreaktion hindeutet. Andere Organe waren jedoch ohne Befund. Nach
28 Tagen hatten sich in der Leber bereits noduläre Adenome entwickelt. Dies führte zum
Entstehen multifokaler Adenome und Karzinome 56 Tage nach Injektion von
Cre–Adenoviren.
Wurden AST Mäusen 2.5x108 ifu Ad–CMV.cre injiziert, so waren nach 10 Tagen ebenfalls
neoplastische Veränderungen nachweisbar, allerdings in einem weitaus geringeren Ausmaß.
Es fanden sich präneoplastische Foci mit dysplastischen Hepatozyten und hier traten eben-
falls Mitosen auf. 28 Tage nach Injektion von Cre-Adenoviren haben sich vereinzelt Adeno-
me entwickelt, deren Zahl sich nach 56 Tagen ausweitete. Zu diesem Zeitpunkt waren auch
erste fokale Karzinome zu beobachten.
56 Tage nach Injektion von 1.25x108 ifu Ad–CMV.cre konnten in Lebern von AST Tieren nur
geringe Veränderungen festgestellt werden. Hierbei handelte es sich um vereinzelte
dysplastische Hepatozyten.
In Abb. 15 sind die histologischen Befunde zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 15: Histologische Analyse von Cre-Adenovirus behandelten AST Mäusen.
AST Tieren und Transgen-Negativen Kontroll-Tieren wurden unterschiedliche Dosen von
Ad–CMV.cre Viren über die Schwanzvene injiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion
(p.i.) wurden Organe entnommen und an Paraffin-Schnitten HE-Färbungen durchgeführt. Behan-
delte Transgen-negative Tiere (5x108 ifu) zeigen eine milde Hepatitis mit fokalen Infiltrationsherden
(➛). In Lebern von AST-Tieren, die mit 5x108 ifu Ad–CMV.cre behandelt wurden, zeigt sich nach
10 Tagen eine profunde Dysplasie mit vergrößerten, pleiomorphen Nuklei (✱). Unabhängig von der
applizierten Dosis treten vermehrt Mitosen (M) auf, die teilweise auch atypisch (aM) ausgeprägt
sind. Nach 28 Tagen sind fokale Adenome zu beobachten (). Vergrößerung sofern nicht anders
vermerkt: 10x.
aM
5x108 2.5x108
Transgen-
Negativ
10 Tage p.i.
AST
10 Tage p.i.
AST
28 Tage p.i.
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4.2.2.6. ALT-Blutwerte nach Injektion von Cre-Adenoviren
Das leberspezifische Enzym Alanin-Amino-Transferase (ALT) wird bei einer Schädigung des
Organs ins Blut freigesetzt. In den Lebern von Adenovirus-behandelten Tieren waren kurze
Zeit nach der Injektion Anzeichen einer milden Leberentzündung oder auch Zelluntergang
durch Apoptose zu beobachten. Daher wurde den Versuchstieren in regelmäßigen Abstän-
den Blut an der Schwanzvene entnommen und die ALT-Aktivität mit Hilfe eines Teststreifens
bestimmt. Bei gesunden, unbehandelten Tieren lagen die ALT-Werte bei 30 – 50 U/l.
10 Tage nach Virus-Injektion war die ALT-Aktivität am höchsten und fiel danach wieder ab
(Abb. 16.A). Es zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen injizierter Dosis und der
ALT–Aktivität. Bei AST Tieren, die mit 1.25x108 ifu Ad-CMV.cre behandelt wurden, war die
gemessene Aktivität am niedrigsten (154 U/l). Mit zunehmender Virusdosis stieg auch die
ALT–Aktivität (2.5x108 ifu: 282 U/l, 5x108 ifu: 549 U/l). Der zeitliche Verlauf würde auf eine
adaptive Immunantwort hindeuten. Aber neben einer Immunreaktion, z.B. gegen adenovirale
Proteine oder Cre-Rekombinase, könnte auch die induzierte Onkogen-Expression oder der
Transformationsprozeß selbst zur Schädigung der Leber führen.
Um den Beitrag einer T oder B Zell-vermittelten Immunreaktion zu untersuchen, wurden AST
Tiere auf den Rag1-/--Hintergrund zurückgekreuzt. In AST.Rag1+/+ Tieren können keine
T oder B Zellen ausgebildet werden. Nach Virusinjektion zeigten AST.Rag1+/+ Tiere im Ver-
gleich zu immundefizienten AST.Rag1-/- Tieren (2.5x108 ifu) nur leicht höhere ALT-Aktivität
(282 U/l und 215 U/l; Abb. 16.C). Zellen des adaptiven Immunsystems schienen also nicht an
der Leberschädigung beteiligt zu sein. Nicht transgene Kontroll-Tiere zeigten nach Injektion
von 5x108 Ad-CMV.cre deutlich niedrigere ALT–Werte als transgen-negative Tiere (Abb.
16.B). Der Beitrag einer Immunreaktion gegen das Virus selbst oder gegen
Cre–Rekombinase war also gering. Ausschlaggebend für die hohe Enzymfreisetzung war
somit die Induktion der T Antigen-Expression.
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Abb. 16: ALT-Blutwerte
nach Injektion von Adeno-
viren.
Nach der Injektion von Adenovi-
ren wurde den Mäusen regel-
mäßig Blut aus der Schwanzve-
ne entnommen und mit Hilfe
eines Teststreifens die ALT
(Alanin-Amino-Transferase)-
Aktivität im Vollblut in einem
ReflotonPlus-Gerät bestimmt.
A) Zeitlicher Verlauf der ALT-
Aktivität bei unterschiedlichen
Dosen Adenovirus.
B) Vergleich von AST-Tieren
und nicht transgenen Kontroll-
Tiere nach Injektion von 5x108
Ad-CMV.cre.
C) Vergleich von AST.Rag1+/+
und AST.Rag1-/--Tieren nach
Injektion von 2.5x108 ifu Ad-
CMV.cre.
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4.2.2.7. Tumorinduktion in AST Mäusen mit Hilfe von Cre-Adenoviren
In Abschnitt 4.2.2.6. wurde bereits beschrieben, dass die Rekombination nach
Cre–Adenovirus Injektion nach 2 Monaten zur Bildung von fokalen Adenomen und Karzino-
men in den Lebern von AST Tieren führte. Zusätzlich wurden AST Tiere über einen längeren
Zeitraum nach Virus-Injektion beobachtet (3 – 6 Monate). 3 Monate nach Transduktion von
AST Mäusen mit Ad–CMV.cre oder Ad-alb.cre konnte eine dosisabhängige Rekombination
des AST–Konstruktes auf DNA-Ebene festgestellt werden (Abb. 17.A). Die erfolgreiche Re-
kombination führte zu neoplastischen Veränderungen der Hepatozyten und zum Auswach-
sen ausschließlich von Lebertumoren. In anderen Organen wurde keine Tumorbildung be-
obachtet.
Das Ausmaß des Tumorwachstums konnte durch die Variation der injizierten Dosis an Ade-
novirus gesteuert werden, wenn auch bei einer gegebenen Dosis unterschiedliche Ausprä-
gungen in der Tumorbildung festgestellt wurden (Abb. 17.B). In Cre-Adenovirus behandelten
Transgen-negativen Tieren hingegen  entwickelten sich keine Tumore. Fast alle Tiere, die
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Abb. 17: Adenovirale Transduktion und Tumorentwicklung in AST Mäusen.
AST Mäusen wurden unterschiedliche Dosen Adenovirus intravenös injiziert und die Tumorent-
wicklung nach 3 Monaten begutachtet.
A) Die PCR-Analyse genomischer DNA zeigte eine dosisabhängige Rekombination in der Leber.
Lediglich in der Milz einer Maus, die mit 5x108 ifu Ad-CMV.cre Adenoviren behandelt wurde, wurde
ebenfalls Rekombination nachgewiesen.
B) Die Tumormasse korreliert mit der injizierten Dosis Adenovirus. Während Tiere, die mit 5x108 ifu
Adenoviren behandelt wurden, multifokale, große Tumorknoten aufweisen, sind bei niedrigeren
Dosen Adenovirus nur einzelne kleine Knoten zu beobachten. Werden AST Tiere mit 1x108 ifu
Adenoviren behandelt, so sind maligne Veränderungen meist nur mikroskopisch nachweisbar.
unrek.
rek.
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mit 5x108 ifu oder 2.5x108 ifu behandelt wurden, entwickelten Lebertumore innerhalb von 3
Monaten, ebenso wie 40-50% der Tiere, denen 1.25x108 ifu Virus injiziert wurde. Virus-
behandelte AST Tiere wurden auch nach 5 – 6 Monaten untersucht. In allen Tieren, die
2.5x108 ifu Virus erhalten hatten, entwickelten sich Tumore. Bei Tieren, denen 1.25x108 ifu
Virus injiziert wurde, zeigten 2 von 4 (Ad-CMV.cre) und 4 von 4 Tiere (Ad-alb.cre) Tumorbil-
dung. Bei zwei Tieren konnten nach diesem Zeitraum auch Metastasen in der Lunge, bei
einem Tier auch Metastasen im Herz beobachtet werden.
4.2.2.8. Adenovirale Tumorinduktion in AST Mäusen - Zusammenfassung
Neben Liposomen wurden rekombinante Adenoviren als Cre-Vektoren eingesetzt. Das Re-
kombinationsvermögen von Cre-Adenoviren konnte in vitro in CV1-5B-Zellen erfolgreich
nachgewiesen werden und Studien zur Organverteilung in vivo zeigten, dass Reporterviren
hauptsächlich in der Leber dosisabhängig Hepatozyten transduzieren. In AST und ROSA26R
Mäusen konnte gezeigt werden, dass Cre-Adenoviren auch erfolgreich zur Rekombination
von loxP-Stellen genutzt werden können. Die Transduktion von AST Mäusen mit
Cre–Adenoviren führte dosisabhängig zur Rekombination des AST–Konstruktes auf
DNA–Ebene. Das Ausmaß des Tumorwachstums konnte durch die Variation der injizierten
Dosis an Adenovirus gesteuert werden und Virus-behandelte AST Tiere entwickelten aus-
schließlich Lebertumoren. In Virus-behandelten Transgen-negativen Tieren konnte kein Tu-
morwachstum beobachtet werden. In der nachfolgenden Tabelle 1 sind diese Ergebnisse
zusammengefasst.
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Virus Empfänger Zeit
#Tumor-pos./ Tumor- #Tumor-pos./ Tumor- #Tumor-pos./ Tumor-
#Gesamtzahl grad #Gesamtzahl grad #Gesamtzahl grad
Ad-CMV.cre AST.Rag+/+ 10 Tage 3/3 + 3/3 (+) n.d. n.d.
Ad-CMV.cre AST.Rag+/+ 1 Monat 2/2 ++ 2/3 (+) -> + n.d. n.d.
Ad-CMV.cre AST.Rag+/+ 2 Monate 2/2 ++ -> +++ 3/3 + -> +++ 0/3 -
Ad-CMV.cre AST.Rag+/+ 3 Monate 8/9 ++ -> +++ 10/12 + -> +++ 2/2 (+) -> ++
Ad-CMV.cre AST.Rag+/+ 5-6 Monate n.d. n.d. 5/5 (+) -> +++ *) 2/4 ++ -> +++ *)
Ad-CMV.cre AST.Rag-/- 3 Monate n.d. 9/12 (+) -> +++ n.d. n.d.
Ad-alb.cre AST.Rag+/+ 3 Monate 6/8 (+) -> +++ 7/8 (+) -> +++ 2/4 (+) -> +
Ad-alb.cre AST.Rag+/+ 6 Monate n.d. n.d. 1/2 +++ 4/4 ((+)) -> ++
Ad-alb.cre AST.Rag-/- 3 Monate n.d. n.d. 3/3 ((+)) -> +++ n.d. n.d.
Ad-CMV.cre C3H.Rag+/+ 3-4 Monate 0/5
Ad-CMV.cre C3H.Rag-/- 4 Monate 0/2
Ad-alb.cre C3H.Rag+/+ 4 Monate 0/2
Dosis
5x108 ifu 2.5x108 ifu 1.25x108 ifu
Tab. 1: Zusammenfassung der Experimente zur Tumorinduktion mit Cre-Adeno-
viren.
Erklärung zur Tumorgrad-Klassifizierung:
+++ multifokales hepatozelluläres Karzinom
++ Adenome und Karzinome, oft multifokal
+ einzelne diskrete Adenome oder ausgeprägte Dysplasie
(+) einzelne dyplastische Hepatozyten mit pleiomorphen Kernen oder präneoplastische Tumorherde
((+)) vereinzelte vergrößerte Hepatozyten
- keine malignen Veränderungen
n.d. nicht durchgeführt
*) Diese Tiere entwickelten Metastasen in der Lunge, eines der Tiere auch Metastasen im Herz.
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4.3. Immunologische Charakterisierung von nicht-
rekombinierten AST Tieren mit Hilfe von T Zell-
rezeptor transgenen Mäusen
Klinische Studien zur Tumor-Immuntherapie fokussieren sich heute auf die Entwicklung von
Vakzinierungsstrategien und den adoptiven Transfer Tumor-reaktiver T Zellen. Diese Ansät-
ze beruhen auf der Identifizierung von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) oder der Be-
obachtung, das Tumor-infiltierende T Zellen (TIL) in vitro gegen Tumorzellen reaktiv sind.
Viel versprechende Ansätze aus Tiermodellen, oft mit Transplantationstumoren durchgeführt,
lassen sich allerdings im Menschen meist nicht mit dem erhofften Erfolg anwenden. Daher ist
es notwendig, grundlegende Fragen in induzierbaren autochthonen Tumormodellen zu klä-
ren. Ziel ist es letztendlich, dadurch ein Verständnis für das Ausbleiben einer effektiven Anti-
Tumor-Immunität zu erlangen. Wie reagiert das Imunsystem auf einen Tumor, der in einem
gesunden Gewebe langsam heranwächst? Wird durch den Tumor Toleranz in Tumor-
reaktiven T Zellen ausgelöst? Gibt es Strategien, diese Toleranz zu brechen, um Tumorim-
munität zu induzieren?
Frühere Studien der Arbeitsgruppe mit transgenen Tieren, in denen die Expression eines
Transgens induziert werden konnte, hatten gezeigt, dass sehr geringe Mengen an Antigen
bereits zu T Zelltoleranz in vivo führen konnten (Ferber et al., 1994). Der Immunstatus von
AST Tieren in Abwesenheit von Cre-Rekombination wurde daher mit Hilfe von
TZR–transgenen Tiere untersucht, da TAg neben seiner Funktion als Onkogen auch gleich-
zeitig als T Zell-Antigen dient. TAg-Peptide können dem Immunsystem über MHCI- und
MHCII-Moleküle präsentiert werden. Es standen T Zellrezeptor transgene Mauslinien zur
Verfügung, die spezifisch diese Peptide erkennen. Transgene TG-B Zellen erkennen ihr
Peptid im Kontext von H-2Kk, transgene TAgTCR1 Zellen im Kontext von I–Ak (TAgTCR1).
4.3.1. Organverteilung und Frequenz TZR-Transgener T Zellen
Zunächst wurde der Immunstatus transgener CD8 T Zellen in AST, (ASTxTG–B) F1 und
TG–B Tieren untersucht. Thymus, Lymphknoten (LN), Milz und periphere Blutlymphozyten
(PBLs) wurden isoliert und für eine FACS-Färbung aufgearbeitet. Transgene CD8 TG-B Zel-
len exprimieren einen T Zellrezeptor, der aus einer Vβ8.1-Kette und einer Vα5-Kette zu-
sammengesetzt ist (Geiger et al., 1992). TG-B Zellen können so anhand der gleichzeitigen
Expression von CD8 und Vβ8.1 identifiziert werden. Zum Nachweis der transgenen β–Kette
stand ein Vβ8.1/8.2-spezifischer Antikörper zur Verfügung. Eine FACS-Analyse zeigte, dass
die Mehrzahl der CD8 T Zellen in (ASTxTG–B) F1 und TG–B Tieren in den untersuchten
Organen Thymus, Lymphknoten und Milz sowie im peripheren Blut (PBL) transgen waren
(Abb. 18). Da der Vβ8.1/8.2-spezifische Antikörper auch in einem nicht transgenen
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T Zellrepertoire Vβ8.1–positive Zellen erkennt, konnten in AST Tieren zwischen 7% im Thy-
mus und 26% im peripheren Blut CD8+Vβ8.1/8.2+ Zellen nachgewiesen werden. In negativen
Kontroll-Tieren waren zwischen 13% (Thymus) und 27% (PBLs) positiv für CD8 und
Vβ8.1/8.2. Bei (ASTxTG–B) F1 Tieren zeigte sich in allen untersuchten Organen eine leichte
Reduktion in der Frequenz CD8+Vβ8.1/8.2+ Zellen im Vergleich zu TG–B einzeltransgenen
Tieren. So exprimierten innerhalb der CD8 Population 85% im Thymus, 91% in LN, 77% in
der Milz und 78% der PBLs in (ASTxTG–B) F1 Tieren die transgene Vβ-Kette. In TG-B Tie-
ren waren dies 93% im Thymus, 94% in LN, 91% in der Milz und 97% im peripheren Blut.
Eine statistische Analyse (Student’s t-Test) ergab allerdings, dass diese Unterschiede mit
Ausnahme der PBLs nicht signifikant waren. Anzumerken ist, dass die Anzahl der PBL-
Analysen auch sehr hoch war.
CD8
V
β8
.1
/8
.2
LN
Milz
Thymus
PBLs
ASTxTG-B TG-BAST
6% 98% 99%
25% 90% 96%
25% 78% 98%
19% 84% 98%
Abb. 18: Organverteilung TZR-transgener Zellen in AST, (ASTxTG-B) und TG-B Tie-
ren.
Thymus, Lymphknoten (LN), Milz und periphere Blutlymphozyten (PBLs) wurden entnommen und
für eine FACS-Färbung aufgearbeitet. Zur Bestimmung der Frequenz transgener T Zellen wurden
die Proben mit CD8-PerCP-Cy5.5 (PCP-Cy5.5) und Vβ8.1/8.2-PE Antikörpern gefärbt. Angegeben
sind % CD8+Vβ8.1/8.2+ Zellen innerhalb der CD8+ Population.
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In AST, (ASTxTAgTCR1) F1 und TAgTCR1 Tieren wurde ebenfalls die Frequenz transgener
CD4 T Zellen in Thymus, LN, Milz und im peripheren Blut bestimmt. Hierfür stand ein klono-
typischer Antikörper (9H5.6) zur Verfügung. In AST oder Transgen-negativen Tieren sind
keine 9H5.6+ Zellen nachweisbar. In TAgTCR1 Tieren waren innerhalb der CD4 Population
1.1% im Thymus, 13% in LN, 10% in der Milz und 14% im peripheren Blut positiv für den
transgenen T Zell-Rezeptor (Abb. 19). In (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren war eine Reduktion der
transgenen T Zellen zu beobachten. So waren nur 0.8% im Thymus, 8% in LN, 4% in der
Milz und 10% der PBLs innerhalb der CD4+-Zellen 9H5.6-positiv. Hier ergab die statistische
Analyse (Student’s t-Test) eine Signifikanz mit p-Werten von 0.03 (Thymus), 0.01 (LN), 0.04
(Milz) und <0.001 (PBLs).
CD4
9H
5.
6
ASTxTagTCR1 TagTCR1AST
LN
Milz
Thymus
PBLs
0% 0.8% 1%
0% 6% 11%
0% 4% 9%
0% 11% 14%
Abb. 19: Organverteilung TZR-transgener Zellen in AST, (ASTxTagTCR1) F1 und
TagTCR1 Tieren.
Thymus, Lymphknoten (LN), Milz und periphere Blutlymphozyten (PBLs) wurden entnommen
und für eine FACS-Färbung aufgearbeitet. Zur Bestimmung der Frequenz transgener T Zellen
wurden die Proben mit CD4-PerCP-Cy5.5 (PCP-Cy5.5) und 9H5.6-PE Antikörpern gefärbt. In
transgen-negativen Tieren sind ebenso wie in AST Tieren keine klonotyp-positiven (9H5.6+)
Zellen nachzuweisen. Angegeben sind % 9H5.6+ Zellen innerhalb der CD4+ Population.
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In Abb. 20 sind die Befunde zur Analyse der Frequenz TZR-transgener T Zellen zusammen-
gefasst dargestellt.
   
Abb. 20: Organverteilung und Frequenz TZR-transgener Zellen.
Grafische Zusammenfassung zur Frequenz T Zellrezeptor-transgener Zellen in unterschiedlichen
Organen von AST, (ASTxTZR) F1 doppelt-transgenen und TZR einzel-transgenen Tieren. Als
Kontrollen wurden nicht-transgene Geschwister-Tiere (Negativ) benutzt.  Die Werte sind angege-
ben als Mittelwerte + SD.
A) zeigt die Ergebnisse von AST, (ASTxTG-B) F1, TG–B und Transgen negativen Tieren, B) die
von (ASTxTAgTCR1) F1 und TAgTCR1 Tieren.
A
B
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In (ASTxTG–B) F1 Tieren konnte eine leichte, aber nicht signifikante Reduktion trans-
gener T Zellen im Vergleich zu den TG–B einzel-transgenen Tieren beobachtet werden.
Da auch keine deutlichen Unterschiede in der Gesamtzahl von Thymozyten zwischen
(ASTxTG–B) F1 und TG-B Tieren festzustellen waren, kann man nicht auf eine Deletion
transgener T Zellen in (ASTxTG–B) F1 Tieren schließen. In (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren
hingegen deutete eine schwach signifikante Reduktion in der Frequenz transgener
T Zellen in allen untersuchten Organen im Vergleich zu TAgTCR1 Tieren auf eine par-
tielle Deletion hin. Allerdings ist anzumerken, dass es Schwankungen zwischen den
einzelnen Tieren gab, sodass die Frage, ob die Ursache hierfür thymische oder peri-
phere Deletion ist, durch weitere Untersuchungen abgeklärt werden soll.
4.3.2. Phänotyp TZR-Transgener T Zellen
Da in der Frequenz transgener T Zellen leichte Unterschiede zwischen einzel- und doppelt-
transgenen Tieren beobachtet wurden, schloss sich eine Analyse des Phänotyps hinsichtlich
der Expression des T Zellrezeptors oder von Aktivierungsmarkern an. Der Aktivierungszu-
stand von T Zellen kann durch die Expression verschiedener Oberflächenmoleküle charakte-
risiert werden. So zeigen naive T Zellen folgenden Phänotyp: CD25- CD122niedrig CD44niedrig
und CD62Lhoch. CD44 und CD62L sind Adhäsionsmoleküle, wobei CD62L verantwortlich für
das Homing in den Lymphknoten ist, CD44 vermittelt das Einwandern ins Gewebe und wird
daher erst auf aktivierten T Zellen hoch exprimiert. CD25 ist die α-Kette, CD122 die β–Kette
des IL2–Rezeptors. CD122 wird zusammen mit der allgemeinen γ-Kette CD132 konstitutiv
auf ruhenden T Zellen exprimiert und bindet IL-2 mit geringer Affinität. CD25 wird nach Akti-
vierung der T Zelle exprimiert und bildet dann mit CD122 und CD132 einen trimeren hochaf-
finen IL-2–Rezeptor.
Beim Vergleich von LN-Zellen aus AST, (ASTxTG–B) F1 und TG–B Tieren waren bei der
Expression von CD62L und CD25 auf transgenen CD8+Vβ8.1/8.2+ Zellen keine Unterschiede
festzustellen. Die Expression von CD25-CD62Lhoch entsprach einem naiven Phänotyp (Abb.
21.A). Beim Vergleich der Expression von CD122 und CD44 war bei (ASTxTG–B) F1 Tieren
ein höherer Anteil von CD122hochCD44hoch-exprimierenden Zellen zu beobachten als in
TG–B–Tieren. Dies war im peripheren Blut ausgeprägter (Abb. 21.B). Die Frequenz von
CD122hochCD44hoch Zellen lag in AST und transgen-negativen Tieren bei 15%, in
(ASTxTG–B) F1 Tieren bei 42% und in TG–B Tieren bei nur 1%. Somit zeigten transgene
T Zellen aus (ASTxTG–B) F1 Tieren einen Gedächtnisphänotyp, was auf eine Aktivierung
durch Antigen-Kontakt hindeutet. Dies wurde auch durch die Analyse der TZR-Expression
bestätigt (Abb. 21.C und 21.D). Der Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitäten als Indi-
kator für die Dichte der TZR-Expression zeigte eine niedrigere Expression des T Zell Re-
zeptors auf transgenenen T Zellen des peripheren Blutes aus (ASTxTG–B) F1 Tieren.
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Abb. 21: Analyse des Phänotyps von AST, (ASTxTG-B) F1 und TG-B Tieren.
Die Oberflächenexpression des T Zellrezeptors sowie verschiedener Aktivierungsmarker wurde in
FACS-Analysen untersucht.
A) Für eine FACS-Analyse wurden PBLs und LN-Zellen gefärbt. Die Expression von CD122, CD44
und CD25, CD62L der CD8+Vβ8.1/8.2+ doppelt-positiven Zellen ist in Dot Plots dargestellt. Im Dia-
gramm ist jeweils die prozemtuale Verteilung mit angegeben. Die Analyse von CD44highCD122high
Zellen von PBLs ist in B) zusammengefasst dargestellt. Tg = Transgen
C) Nächste Seite: PBLs wurden mit CD8-PCP-Cy5.5 und Vβ8.1/8.2-PE gefärbt. Zur Bestimmung
der MFI (mittlere Fluoreszenzintensität) wurden CD8+ Zellen in einem Histogramm analysiert. Die
Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen sind in D) grafisch zusammengefasst.
A
B
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Analog zu den Analysen in TG-B-transgenen Tieren wurden auch (ASTxTAgTCR1) F1 und
TAgTCR1 Tiere untersucht. Beim Vergleich von LN-Zellen zeigten sich in der Expression von
CD122, CD44, CD25 und CD62L keine deutlichen Unterschiede zwischen einzel- und dop-
pelt-transgenen Tieren (Abb. 22.A). Die transgenen CD4+9H5.6+-Zellen hatten einen  naiven
Phänotyp. Auch die Analyse der TZR-Expression auf peripheren Blutlymphozyten zeigte
kaum Unterschiede (Abb. 22.B und 22.C). Die 9H5.6-Färbung war auf transgenen T Zellen
aus (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren nur minimal niedriger als auf transgenen T Zellen aus
TAgTCR1 Tieren.
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Abb. 22: Analyse des Phänotyps von AST, (ASTxTagTCR1) F1 und TagTCR1 Tieren.
Hierzu wurden die Oberflächenexpression des T Zellrezeptors sowie verschiedener Aktivierungsmarker
untersucht.
A) Für eine FACS-Analyse wurden LN-Zellen gefärbt. Die Expression von CD122, CD44 und CD25,
CD62L der CD4+9H5.6+ doppelt-positiven Zellen ist in Dot Plots dargestellt.
B) PBLs wurden mit CD4-PCP-Cy5.5 und 9H5.6-PE gefärbt. Zur Bestimmung der MFI (mittlere Fluores-
zenzintensität) des TZR wurden CD4+ Zellen in einem Histogramm analysiert. Die Ergebnisse von drei
unabhängigen Versuchen sind in C) grafisch zusammengefasst.
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Beim Vergleich des Phänotyps von TZR-einzel und doppelt-transgenen Tieren ließen
sich mit Ausnahme der Frequenz von CD122hochCD44hoch-Zellen in (ASTxTG–B) F1 Tie-
ren keine Unterschiede feststellen. Diese Befunde deuteten zusammen mit der redu-
zierten TZR–Expression auf einen Kontakt transgener T Zellen mit ihrem Antigen hin.
Dies würde bedeuten, dass die Stopp-Kassette im AST-Konstrukt ignoriert wird und
T Antigen exprimiert werden kann. Allerdings ließ sich weder durch PCR–Analysen
noch im Western Blot die Expression von T Antigen nachweisen. Neben der phänoty-
pischen Charakterisierung TZR–transgener Zellen war also eine funktionelle Analyse
notwendig. In (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren ergab die phänotypische Analyse hinsicht-
lich der Expression von Oberflächenmarkern keine Unterschiede.
4.3.3. In vitro Proliferation TZR-Transgener T Zellen nach Peptid-
Stimulation
Neben phänotypischen Untersuchungen wurden auch funktionelle Analysen durchgeführt.
Um das Proliferationsvermögen der transgenen T Zellen zu untersuchen, wurden Zellen aus
Milz oder LN isoliert, mit CFSE (5,6–Carboxyfluorescein-diacetate-succinimidyl-Ester) mar-
kiert und mit dem entsprechenden Peptid für 3 – 5 Tage in vitro stimuliert. Anhand der Ab-
nahme der CFSE-Fluoreszenzintensität kann die Proliferation von  Zellen in einer FACS-
Analyse beobachtet werden.
Für den Vergleich transgener CD8 TG-B Zellen wurden 2x106 Milzzellen aus AST,
(ASTxTG–B) F1 und TG–B Tieren pro Loch in einer 6-Loch Platte ausgebracht und mit 1 µM
TAg-Peptid 560-568 stimuliert. Ein Aliqot verblieb jeweils ohne Peptid. Nach 72 Stunden
wurden die Zellen geerntet und nochmals für 6 Stunden mit 1 µM TAg-Peptid 560-568 in
Anwesenheit von Brefeldin A stimuliert, um die Produktion von intrazellulärem Interfe-
ron γ  (IFNγ) nachweisen zu können. Milzzellen aus AST oder Transgen-negativen Tieren
proliferierten nicht nach Peptid-Stimulation. Im natürlichen Repertoire war die Frequenz
TAg–reaktiver T Zellen, die spezifisch das TG-B Peptid erkennen können, zu gering. Trans-
gene T Zellen aus (ASTxTG–B) F1 und TG–B Tieren hingegen proliferierten nach Stimulati-
on mit dem spezifischen Peptid (Abb. 23.A). Das Ausmaß der Proliferation war bei Zellen
von doppelt- und einzeltransgenen Tieren ähnlich. Die IFNγ–Produktion von ASTxTG–B
Zellen war zwar geringer (41%) als die von TG-B Zellen (59%), die Unterschiede waren aber
nicht signifikant (Student’s t-Test) (Abb. 23.B). ASTxTG–B und TG–B Zellen zeigten nach
5 Tagen Stimulation einen CD44hochCD25int Phänotyp.
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Abb. 23: In vitro Proliferation und IFNγ-Produktion TZR-transgener Zellen nach Pep-
tid-Stimulation.
Aus AST, (ASTxTG-B) F1, TG-B und Transgen (Tg) negativen Tieren wurden Milz-Zellen isoliert
und mit 5 µM CFSE markiert. 2x106 Zellen/Loch wurden in einer 6-Loch-Platte mit 1 µM Peptid
(TAg560-568) stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die stimulierten Zellen geerntet und nochmals für
6 Stunden mit 1 µM Peptid inkubiert. Die Proliferation und IFNγ-Produktion der transgenen
CD8+Vβ8.1/8.2+-Zellen wurde anschließend im FACS untersucht (A). Die Grafik B fasst die Ergeb-
nisse zusammen.
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Für den Vergleich von CD4 TAgTCR1 transgenen Zellen wurden 1x107 CFSE-markierte
Lymphknoten-Zellen aus AST, (ASTxTAgTCR1) F1 und TAgTCR1 Tieren mit dem
TAg–Peptid 362-384 (1 µM) für 3 Tage stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und nochmals
für 6 Stunden in Anwesenheit von Brefeldin A restimuliert (TAg362-384 1 µM). LN Zellen aus
AST Tieren proliferierten nicht nach Peptid-Stimulation, da die Frequenz TAg-reaktiver
T Zellen zu gering ist. Transgene T Zellen aus (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren zeigten ebenso
wie Zellen aus TAgTCR1 Tieren Peptid-spezifische Proliferation (Abb. 24) und exprimierten
nach Restimulation CD69. Nach 5 Tagen exprimierten sowohl Zellen aus
(ASTxTAgTCR1) F1 Tieren als auch aus TAgTCR1 Tieren CD44hochCD25hoch.
Die geringen phänotyischen Veränderungen in den vorhergehenden Analysen (Ab-
schnitt 4.3.1. und 4.3.2.) wirkten sich also nicht auf die Aktivierung und Proliferation
TZR-transgener Zellen in vitro aus. Transgene CD8 T Zellen aus ASTxTG–B Tieren
ebenso wie aus TG-B Tieren proliferierten und sekretierten IFNγ nach Peptid-
Stimulation. Die nicht deletierten transgenen CD4 T Zellen aus (ASTxTAgTCR1) F1
Tieren proliferierten ebenso stark wie Zellen aus TAgTCR1 Tieren.
       CFSE
- Peptid + Peptid
CFSE
C
D
69
+ Peptid
ASTxTagTCR1
TagTCR1
Abb. 24: In vitro Proliferation TZR-transgener Zellen nach Peptid-Stimulation.
Aus AST, (ASTxTagTCR1) F1 und TagTCR1-Tieren wurden LN-Zellen isoliert und mit 5 µM CFSE
markiert. 1x107 Zellen/Loch wurden in einer 6-Loch-Platte mit 1 µM Peptid (TAg362-384) für 5 Tage
stimuliert. Die Proliferation der transgenen CD4+9H5.6+-Zellen wurde anhand der CFSE-Abnahme
im FACS untersucht. Für die Analyse der CD69-Expression wurden die Zellen geerntet und noch-
mals für 6 Stunden mit 1 µM Peptid stimuliert.
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4.3.4. Reaktivität TZR-Transgener Zellen in vivo – Experimente zur
Abstoßung von Transplantationstumoren
Transgene T Zellen aus einzel- und doppelt-transgenen Tieren konnten gleichermaßen in
vitro stimuliert werden und proliferierten als Antwort auf ihr spezifisches Peptid. Daher
schloss sich die Frage an, ob transgene T Zellen auch in vivo aktiviert werden können und
dies zur Abstoßung eines Transplantationstumors führen kann. Hierfür wurde die murine
Fibrosarkomlinie AG104A verwendet, die aus einem spontanen Tumor einer C3H Maus
(H–2k) generiert wurde (Wick et al., 1989). Eine Variante dieser Tumorzelllinie AG104A–TAg
wurde mit T Antigen transfiziert und exprimiert damit das spezifische Antigen (von R. Ganss
zur Verfügung gestellt).
Zunächst wurde das Tumorwachtum in TG-B-transgenen Tieren untersucht (CD8
TZR–transgen). Hierfür wurden AST, (ASTxTG–B) F1 und TG-B Tieren 1x106 AG104A- oder
AG104A-TAg-Zellen subkutan an der rechten Flanke injiziert und das Tumorwachstum wö-
chentlich kontrolliert. In allen drei Gruppen wachsen AG104A-Zellen zu Tumoren aus.
AG104A-TAg-Zellen werden weder in AST noch in TG-B-transgenen Tieren abgestoßen
(Abb. 25). Zwischen (ASTxTG–B) F1 und TG-B Tieren waren keine Unterschiede im Tumor-
wachstum zu erkennen (Tab. 2). Allerdings war das Tumorwachstum in TG-B-transgenen
Tieren im Vergleich zu AST Tieren etwas verlangsamt. Trotz der hohen Frequenz
TAg–spezifischer CD8 T Zellen kam es nicht zur Abstoßung des Transplantationstumors.
Prinzipiell konnte aber eine Abstoßung dieses Transplantationstumors erreicht werden, was
durch die später beschriebenen Experimente in TAgTCR1-transgenen Tieren belegt wurde.
Auch eine vorangehende Immunisierung von (ASTxTG–B) F1 und TG-B Tieren mit be-
strahlten AG104A-TAg-Zellen bot keinen Schutz vor dem Wachstum lebender AG101A-TAg-
Zellen (Abb. 25). Die vorangegangenen Experimente wurden in immunkompetenten Rag1+/+
Tieren durchgeführt. Zusätzlich wurden AST, (ASTxTG–B) F1 und TG-B Tiere mit immunde-
fizienten Rag1-/- Tieren verpaart und können daher bis auf die transgenen TG-B-Zellen keine
reifen T und B Zellen ausbilden. Wurden AST.Rag1-/-, (ASTxTG–B) F1.Rag1-/- und
TG–B.Rag1-/- Tieren 1x106 AG104A-TAg injiziert, so war auch hier in allen drei Gruppen Tu-
morwachstum zu beobachten (Abb. 25). Allerdings war das Wachstum in TG-B-transgenen
Tieren im Vergleich zu Rag-kompetenten Tieren verzögert. Dies legte den Schluss nahe,
dass TG-B-Zellen ihr Antigen zwar in vivo erkennen konnten, die alleinige Präsenz
TAg–reaktiver Zellen allerdings nicht ausreichend war, um die Abstoßung des Transplantati-
onstumors herbeizuführen.
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Abb. 25: Tumorwachstum in AST, (ASTxTG-B) F1 und TG-B-Tieren.
Zur Immunisierung wurden AG104A-Zellen mit 300 rad bestrahlt. 2 – 4x1x106 Zelläquivalente wurden
mit gleichem Volumen CFA gemischt und 3x in wöchentlichem Abstand subkutan an der Schwanz-
wurzel injiziert. Eine Woche später wurden immunisierten und unimmunisierten Tieren 1x106
AG104A–TAg Zellen subkutan an der rechten Flanke injiziert. Das Tumorwachstum wurde wöchent-
lich kontrolliert und das Tumorvolumen (mm3) bestimmt. Die Anzahl der Tumor-positiven Tiere ist je-
weils rechts oben im Diagramm angegeben.
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Analog zu den Experimenten mit TG-B-transgenen Tieren wurden auch in TAgTCR1-
transgenen Tieren Tumorexperimente durchgeführt (CD4 TZR-transgen). AST,
(ASTxTAgTCR1) F1 und TAgTCR1 Tieren wurden ebenfalls 1x106 AG104A- oder
AG104A–TAg-Zellen subkutan an der rechten Flanke injiziert und das Tumorwachstum wö-
chentlich kontrolliert. In allen drei Gruppen wuchsen AG104A-Zellen zu Tumoren aus
(Tab. 2). Nach der Injektion von AG104A-TAg-Zellen ergab sich aber ein anderes Bild
(Abb. 26.A und Tab. 2). In AST und (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren wuchsen die Tumorzellen
aus, in TAgTCR1 Tieren hingegen erfolgte eine Abstoßung des Tumors. Die Abstoßung war
TAg spezifisch, da AG104A-Zellen nicht von TAgTCR1 Tieren abgestoßen werden konnten.
(ASTxTAgTCR1) F1 Tiere waren im Vergleich zu TAgTCR1 Tieren also tolerant gegenüber
AG104A-TAg-Zellen. Experimente in Rag1-/- Tieren deuteten darauf hin, dass TAgTCR1-
Zellen an der Abstoßung beteiligt sind (Abb. 26). Zwar haben nicht alle
(ASTxTAgTCR1) F1.Rag1-/- und TAgTCR1.Rag1-/- Tiere den Transplantationstumor abge-
stoßen, das Wachstum war aber deutlich verzögert. Die Anwesenheit TAg-reaktiver Zellen
per se war also auch hier nicht ausreichend, um eine vollständige Abstoßung zu gewähr-
leisten. Eine direkte zytotoxische Aktivität von TAgTCR1-Zellen ist fraglich, da AG104A-TAg
Zellen - zumindest in vitro - keine MHCII-Expression zeigen. Sie könnten aber durch die
Freisetzung von Zytokinen wie IFNγ oder Lymphotoxin, das Tumorwachstum beeinflussen
oder Zellen des angeborenen Immunsystems in einer Tumorabstoßung unterstützen. Zu
beachten ist allerdings auch, dass die Tumorimmunität in Rag1-/- und Rag1+/+ Tieren nicht
den gleichen Mechanismen unterliegen muss. In TAgTCR1.Rag+/+ Tieren wurden AG104A-
TAg-Zellen in 19 von 22 Tieren abgestoßen in TAgTCR1.Rag-/- Tieren war dies nur in 4 von
9 Tieren der Fall. In immunkompetenten Tieren könnten TAgTCR1-Zellen z.B. auch als Hel-
ferzellen für zytotoxische CD8 Zellen oder B Zellen dienen.
(ASTxTAgTCR1) F1 Tiere waren also tolerant gegenüber AG104A–TAg Zellen, während
in TAgTCR1 Tieren der Tumor abgestoßen wurde. Die Experimente legten nahe, dass
tolerante TAgTCR1–Zellen selbst Ursache für die Akzeptanz des Transplantationstu-
mors in (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren sind. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden,
dass auch eine Toleranz nicht-transgener endogener T Zellen zur fehlenden Tumor-
immunität beiträgt. Eine nicht nachweisbare T Antigen Expression in AST und
(ASTxTAgTCR1) F1 Tieren könnte die Grundlage für diese Toleranz sein, da in beiden
Gruppen AG104A-TAg-Tumore nicht abgestoßen wurden. In 9 von 12 Transgen-
negativen Tieren, in denen die Tumorimmunität nicht durch eine mögliche
TAg–Expression beeinflusst werden kann, wurden AG104A-TAg-Zellen zwar nicht ab-
gestoßen, das Tumorwachstum war aber im Vergleich zu AST und (ASTxTAgTCR1) F1
Tieren verlangsamt.
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Abb. 26: Tumorwachstum in AST, (ASTxTagTCR1) F1 und TagTCR1 Tieren.
A und B) 1x106 AG104A-TAg Zellen wurden den Versuchstieren subkutan an der rechten Flan-
ke injiziert. Das Tumorwachstum wurde wöchentlich kontrolliert und das Tumorvolumen (mm3)
bestimmt. Die Anzahl der Tumor-positiven Tiere ist jeweils rechts oben im Diagramm angege-
ben.
B) Eine Gruppe von (ASTxTagTCR1) F1 Tieren wurde 3x in wöchentlichem Abstand immuni-
siert. Dazu wurden 2 – 4x1x106 AG104A-TAg-Zellen mit 300 rad bestrahlt und mit gleichem
Volumen CFA gemischt subkutan an der Schwanzwurzel injiziert. Eine Woche nach der letzten
Immunisierung wurden lebende Tumorzellen appliziert.
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Nun stellte sich folgende Frage: Kann die Toleranz in AST oder (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren
gebrochen werden, um die Abstoßung des Transplantationstumors zu erreichen? Hierfür
wurden in einem ersten  orientierenden Experiment AST, (ASTxTAgTCR1) F1 und TAgTCR1
Tiere vor der Injektion von 1x106 AG104A–TAg Zellen mit bestrahlten AG104A-TAg-Zellen in
CFA immunisiert. TAgTCR1 Tiere stießen den Transplantationstumor weiterhin ab, während
in AST Tieren ein unverändertes Wachstum festgestellt wurde. In (ASTxTAgTCR1) F1 Tie-
ren wuchs der Tumor zwar in 4 von 5 Tieren weiterhin, das Wachstum war allerdings im Ver-
gleich zu nicht immunisierten Tieren deutlich eingeschränkt (Abb. 26.B).
Die Immunisierung verstärkte also die Anti-Tumor-Antwort in (ASTxTAgTCR1) F1 Tie-
ren, wenngleich sie nicht ausreichte, um eine vollständige Abstoßung zu erreichen.
Bisher noch nicht geklärt ist, ob in diesen immunisierten Tieren das Tumorwachstum
über einen längeren Zeitraum eingeschränkt oder ob eine vollständige Abstoßung er-
reicht werden kann. Dies soll in weiteren Experimenten geklärt werden.
In Tab. 2 sind die durchgeführten Experimente zur Abstoßung der Transplantationstumoren
AG104A und AG104A-TAg zusammengefasst.
Tumor Immunisierung
Rag1+/+ Rag1-/- Rag1+/+ Rag1-/- Rag1+/+ Rag1-/-
AG104A nein 4/4 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
AG104A-TAg nein 19/20 6/6 16/19 8/8 14/18 6/6
AG104A-TAg ja 7/9 n.d. 4/4 n.d. 7/7 n.d.
Tumor Immunisierung
Rag1+/+ Rag1-/- Rag1+/+ Rag1-/- Rag1+/+ Rag1-/-
AG104A nein 4/4 3/3 3/3 3/3 4/4 3/3
AG104A-TAg nein 28/29 6/6 21/23 2/8 3/22 4/9
AG104A-TAg ja 7/7 n.d. 4/5 n.d. 1/6 n.d.
AST
AST
(ASTxTG-B) F1 TG-B
(ASTxTagTCR1) F1 TagTCR1
Tab. 2: Zusammenfassung der Experimente zur Abstoßung von Transplantationstumo-
ren.
1x106 AG104A oder A104A-TAg Zellen wurden den Versuchstieren subkutan an der rechten Flanke
injiziert. Das Tumorwachstum wurde wöchentlich kontrolliert und das Tumorvolumen (mm3) bestimmt.
Angegeben ist jeweils: Zahl der Tumor-positiven Tiere/Zahl der insgesamt untersuchten Tiere.
Zur Immunisierung wurden den Tieren 3x in wöchentlichem Abstand 2 – 4x1x106 bestrahlte (300 rad)
AG104A–TAg Zellen in CFA subkutan an der Schwanzwurzel injiziert. Eine Woche nach der letzten
Immunisierung wurden 1x106 lebende Tumorzellen appliziert.
n.d. = nicht durchgeführt
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5. DISKUSSION
Zur Bekämpfung von Tumoren im Menschen werden heute auch immunologische Strategien
entwickelt. Für die Evaluierung dieser Strategien sind geeignete Tiermodelle notwendig, in
denen die sporadische Tumorentstehung im Menschen möglichst physiologisch simuliert
werden kann.
Transplantationstumoren sind weniger geeignete Systeme, da sie bereits als voll transfor-
mierte Zellen überwiegend ektopisch appliziert werden und daher primäre autochthone Tu-
moren des Menschen nicht repräsentieren. In Experimenten in der Maus wurde bereits ge-
zeigt, dass transplantierte Tumoren abgestoßen werden können, während authochtone Tu-
moren im selben Tier wachsen (Klein et al., 1960, Willimsky und Blankenstein, 2000).
Die Verwendung Onkogen-transgener Mäuse hingegen bietet den Vorteil der autochthonen
Entstehung von Tumoren. Durch die Wahl spezifischer Promotoren wird zuverlässig die
Transformation in definierten Geweben gewährleistet. Onkogen-transgene Modelle weisen
allerdings den Nachteil auf, dass alle Zellen des gewählten Organs das Onkogen exprimie-
ren und daher potentiell transformieren können. Im Gegensatz hierzu bieten induzierbare
Tumormodelle die Möglichkeit, die Onkogen-Expression nicht nur zeitlich sondern auch in
ihrem Ausmaß zu steuern.
In dieser Arbeit wurde ein solches induzierbares Modell zur Bildung autochthoner Lebertu-
moren mit Hilfe des Cre/loxP-Systems etabliert. Als Onkogen wurde das große T Antigen
TAg des SV40-Virus benutzt, da die TAg–Expression in einer Vielzahl von Geweben zur
Transformation führt. In unserer Arbeitsgruppe wurde TAg bereits erfolgreich in konventio-
nellen transgenen Modellen für Insulinome (Ganss und Hanahan, 1998) oder Hepatokarzi-
nome (R. Ganss, persönliche Kommunikation) eingesetzt. Zusätzlich wurden konditional-
transgene Mäuse hergestellt, in denen die TAg–Expression durch die Verwendung regulato-
rischer Sequenzen des Albumin-Gens auf die Leber beschränkt wurde (Sacher, 2000) und
nur in einem Teil der Hepatozyten im adulten Tier durch eine kontrollierte Cre–Expression
induziert werden sollte.
5.1. Identifizierung einer konditional-transgenen
Mauslinie mit reproduzierbarem Tumorwachs-
tum nach konstitutiver Cre-Rekombination
Zur Etablierung dieses neuen autochthonen Lebertumor-Modells wurden zwei Ansätze ver-
folgt (Sacher, 2000). Die TAg-kodierende Sequenz liegt entweder in einer zum Promotor
inversen Orientierung vor, um die Transkription zu verhindern, und kann nur durch
Cre–vermittelte Rekombination in eine Sinn-Orientierung gebracht werden, die die
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TAg–Expression erlaubt (ATI–Linie). Oder die TAg–kodierende Sequenz ist durch eine
Stopp-Kassette vom Albumin-Promotor/Enhancer getrennt, die durch Stopp-Kodons und
Polyadenylierungssignale die Expression des Onkogens unterbindet. Diese Stopp-Kassette
kann durch Cre-vermittelte Rekombination entfernt werden, um die TAg-Expression zu indu-
zieren (AST-Linie). Zunächst wurden ATI und AST Tiere mit cre-deleter Tieren verpaart, die
Cre–Rekombinase ubiquitär exprimieren (Schwenk et al., 1995), um die Tumorentwicklung in
den unterschiedlichen Linien zu untersuchen. Einige der (ATIxcre-deleter) F1 und (ASTxcre-
deleter) F1 Tiere entwickelten Tumoren in der Leber (Sacher, 2000). Da die Zahl der unter-
suchten Tiere bis dahin noch gering war, wurden diese Analysen in der vorliegenden Arbeit
weitergeführt.
Die hier untersuchten (ATIxcre-deleter) F1 Tiere oder ATI Tiere mit Sinn-Orientierung entwi-
ckelten Lebertumoren ab einem Alter von 6 Monaten mit einer Inzidenz von 71% (Linie1/14)
bis 91% (Linie 1). Die neoplastischen Veränderungen manifestierten sich in vereinzelten
dysplastischen Foci, nodulären Adenomen oder multifokalen hepatozellulären Karzinomen
(HCC). Allerdings war die Kinetik der Tumorentwicklung heterogen. So entwickelten z.B.
6 Monate alte Tiere bereits ein ausgeprägtes HCC, während 8 – 11 Monate alte Tiere erst
fokale Dysplasien aufwiesen.
In der Linie 72 hatten bis zum Beginn dieser Doktorarbeit 2 von 9 Tieren HCC entwickelt
(Sacher, 2000). In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Sublinie generiert werden, indem
AST Tiere weiterverpaart wurden, die diesen Tumor-Tieren möglichst nahe verwandt waren.
In dieser Sublinie entwickelten alle untersuchten (ASTxcre-deleter) F1 Tiere innerhalb von
2 bis 3 Monaten HCC. Bereits in vier Wochen alten (ASTxcre-deleter) F1 Tieren war eine
ausgeprägte Dysplasie in der Leber zu beobachten. Tumorgröße und Malignität nahmen mit
fortschreitendem Alter zu. Die Tumorentwicklung verlief gleichmäßig über verschiedene
Stufen von präneoplastischen Foci über noduläre Adenome und Karzinome bis hin zu einem
ausgeprägten mulifokalen HCC. Die Tumorbildung erfolgte deutlich schneller als in (ATIxcre-
deleter) F1 Tieren oder anderen veröffentlichten TAg-Modellen, in denen Lebertumoren erst
ab einem Alter von 5 Monaten auftreten (Dubois et al., 1991, Romieu et al., 1997). Albumin-
TAg Tiere, die in unserer Arbeitsgruppe generiert wurden, entwickeln HCC nach 3 bis 4 Mo-
naten (Ganss, persönliche Kommunikation). Die hier untersuchten unrekombinierten ATI
Tiere und ATI Tiere mit Gegensinn-Orientierung entwickelten keine Tumoren. Auch in unre-
kombinierte AST Tieren war keine Tumorbildung festzustellen. Für anschließende Indukti-
onsversuche wurde die AST Linie ausgewählt, da die Entstehung von Tumoren zuverlässi-
ger, gleichmäßiger und schneller erfolgte als in den ATI-Linien.
Durch histologische Analysen wurde die Gewebespezifität der Tumorentstehung untersucht,
da in anderen Lebertumor-Modellen trotz Verwendung leberspezifischer Promotoren zur
Kontrolle der T Antigen Expression auch maligne Veränderungen in anderen Organen wie
z.B in Pankreas, Niere, Magen oder Fettgewebe beobachtet wurden (Sepulveda et al., 1989,
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Fox et al., 1989). Eine der im Labor generierten Albumin-TAg Linien entwickelte auch Cho-
langiokarzinome (R.Ganss, persönliche Kommunikation). In (ATIxcre-deleter) F1 oder
(ASTxcre-deleter) F1 Tieren konnten aber trotz fortgeschrittenem HCC keine Hinweise auf
ektopische Transformation in anderen Zellen der Leber oder in anderen Geweben gefunden
werden.
In einem konventionellen Albumin-TAg Tumormodell kommt es in über 20 Wochen alten Tie-
ren auch zur Bildung von Metastasen in der Lunge (Hino et al., 1989). In (ASTxcre-
deleter) F1 Tieren konnte keine Metastasenbildung beobachtet werden. Da solche Tiere aber
bereits im Alter von 9 – 12 Wochen aufgrund des ausgeprägten Tumorwachstums getötet
wurden, ist dieser Zeitraum vermutlich zu kurz, um Metastasen in anderen Organen detektie-
ren zu können. In zwei 7 und 8 Monaten alten (ATIxcre-deleter) F1 Tieren konnten aber Me-
tastasen in der Lunge und im Herzen diagnostiziert werden.
Neben der histologischen Analyse wurde auch die Expression von TAg auf Proteinebene
untersucht. Frühere Studien der Arbeitsgruppe mit transgenen Tieren, in denen die Expres-
sion eines Transgens induziert werden konnte, hatten gezeigt, dass sehr geringe Mengen an
Antigen bereits zu T Zelltoleranz in vivo führen konnten (Ferber et al., 1994). In einem
TAg–transgenen Modell zur Bildung von Insulinomen konnte  die Expression von TAg-mRNA
unter Kontrolle des Ratten-Insulin-Promotors in Zellen der thymischen Medulla nachgewie-
sen werden. Daraus resultierte eine Toleranz TAg-spezifischer Th Zellen, da nach Immuni-
sierung keine IgG Antikörper gegen TAg generiert werden konnten (Smith et al., 1997). Auch
die Expression anderer gewebespezifischer Proteine durch medulläre thymische Epithelzel-
len war beschrieben, darunter auch Albumin (Derbinski et al., 2001). In Kenntnis dieser Be-
funde war es wichtig, eine mögliche abberrante TAg-Expression auf Proteinebene in den
Organen von Tumor-tragenden (ASTxcre-deleter) F1 und unrekombinierten AST Tieren zu
untersuchen, die zur Toleranz TAg–spezifischer T Zellen führen könnte. Lediglich in der Le-
ber von (ASTxcre-deleter) F1 Tieren wurde TAg-Protein nachgewiesen. In anderen Organen
von (ASTxcre-deleter) F1 Tieren, darunter auch im Thymus, war keine TAg–Expression de-
tektierbar, ebenso wie in Organen von unrekombinierten AST Tieren. Diese Analysen gaben
somit keinen Hinweis auf eine mögliche abberrante TAg-Expression.
Mit der AST Linie konnte eine konditional-transgene Mauslinie identifiziert werden, die
nach konstitutiver Cre-Rekombination zuverlässig innerhalb von drei Monaten aus-
schließlich hepatozelluläre Karzinome entwickelt, während unrekombinierte AST Tiere
Tumor-frei blieben.
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5.2. Induktion von Hepatozellulärem Karzinom in er-
wachsenen AST Tieren
Durch die Verparung von AST Tieren mit cre-deleter Mäusen konnte gezeigt werden, dass
das transgene Konstrukt der Rekombination zugänglich ist und die Entfernung der
Stopp–Kassette in der zuverlässigen Entstehung ausschließlich von Lebertumoren resultiert.
Der Vorteil des induzierbaren Ansatzes liegt in der Möglichkeit, die Tumorentstehung erst im
adulten Tier initiieren zu können. Die späte Expression des Onkogens umgeht nicht nur eine
eventuelle Beeinträchtigung der Verpaarungsfähigkeit, auch eine mögliche Toleranzinduktion
gegen TAg während der neonatalen Phase kann vermieden werden. Die Haut z.B. ist in die-
sem Zeitraum für naive T-Zellen zugänglich. Kommen Antigen-spezifische T Zellen im neo-
natalen Tier mit ihrem Antigen in Kontakt, so werden sie tolerisiert (Alferink et al., 1997).
Für die Induktion von Lebertumoren in AST Tieren bedurfte es einer Methode, mit der
Cre–Rekombinase in die Leber eingeschleust werden kann, um die Deletion der Stopp-
Kassette zu erreichen. Da die Verpaarung mit transgenen Mäusen mit gewebespezifischer
und induzierbarer Expression von Cre–Rekombinase zeitaufwendig ist, wurde die
Cre–Rekombinase mit Hilfe von Genvektoren in Hepatozyten eingeschleust werden.
5.2.1. Tumor-Induktion mit Hilfe von Liposomen oder polykationi-
schen Substanzen als Cre-Vektoren
Zunächst wurden Liposomen als Genvektoren getestet. Dabei werden Cre-kodierende Plas-
mide von anionischen oder kationischen Lipiden umschlossen, um vor einem vorzeitigen
Abbau im Blut geschützt zu werden. Mit der Injektion kleiner anionischer Liposomen
(50 – 60 nm) wurde eine Expression überwiegend in der Leber erreicht (Alino et al.,  1996).
Daher wurde dieses Protokoll in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Die mit diesem Ansatz
verbundene geringe Transfektionseffizienz in vivo, stellt im AST-Modell allerdings keinen
Nachteil dar, da die Rekombination nur in einer begrenzten Zahl der Hepatozyten erfolgen
soll.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Plasmide pHD2–TK.NLS.cre1 (Sacher, 2000) und
pHD2–TK.icre, das eine verbesserte (i = „improved“) Cre-Sequenz enthält, zunächst in der
Reporterzelllinie CV1-5B in vitro getestet. Die erfolgreiche Rekombination und damit die In-
duktion der β-Galaktosidase-Expression konnte durch eine X-Gal-Färbung belegt werden. Es
wurden zwar keine quantitativen Analysen durchgeführt, die Rekombination durch
pHD2–TK.NLS.cre1 war aber ähnlich effizient wie durch pHD2–TK.icre, während Shimshek
et al. (2002) in vitro eine 1.7-fach bessere Rekombination in CV1-5B Reporterzellen erzielen
konnten. Für in vivo Analysen wurden AST Tieren oder RA/EG Reportermäusen, die trans-
gen für ein Cre-induzierbares eGFP-Gen sind, anionische Liposomen-DNA-Komplexe intra-
venös injiziert. Zwar konnte nach der mehrfachen Injektion von pUC19-alb.NLS.cre1 in Le-
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bern von AST Tieren die Expression von Cre-mRNA nachgewiesen werden, eine Expression
von TAg als Indikator für eine erfolgreiche Rekombination konnte allerdings nicht zuverlässig
detektiert werden. Auch vier Monate nach dreimaliger Injektion von 10 – 20 µg
pHD2–TK.NLS.cre1 konnten in 12 behandelten AST Tieren keine Hinweise auf neoplasti-
sche Veränderungen festgestellt werden. Dieser Zeitraum war möglicherweise zu kurz, um
kleinflächige Veränderungen oder Tumorherde nachweisen zu können. Nach der wiederhol-
ten Injektion von Liposomen mit pHD2–TK.NLS.cre1 oder pUC19-alb.NLS.cre1 in RA/EG
Mäuse deutete eine schwache eGFP-Expression auf mRNA-Ebene dagegen auf eine erfolg-
reiche Rekombination hin. Auf Proteinebene konnte dies aber leider durch fluoreszenzmikro-
skopische Analyse nicht bestätigt werden. Weitere Versuche in RA/EG Tieren mit kationi-
schen Liposomen oder mit polykationischen Substanzen schlugen ebenfalls fehl, da fluores-
zenzmikroskopisch keine eGFP-Expression nachgewiesen werden konnte.
Im Laufe dieser Doktorarbeit stellte sich heraus, dass RA/EG Reportermäuse ungeeignet
waren, um die Cre-vermittelte Rekombination in Hepatozyten zu analysieren. Die Transduk-
tion von RA/EG Tieren mit Cre-Adenoviren führte nur in vereinzelten Hepatozyten zur Re-
kombination. Auch nach der Injektion von Cre-Protein in RA/EG Tiere konnte keine Rekom-
bination nachgewiesen werden (K. Tauber, persönliche Kommunikation).
Die Tatsache, dass in RA/EG Mäusen keine Rekombination auf Proteinebene nachweisbar
war, muss eine mögliche Rekombination in AST Tieren nicht ausschließen, da verschiedene
gefloxte Allele deutliche Unterschiede in ihrer Rekombinationsfrequenz zeigen können (Vo-
oijs et al., 2001). Prinzipiell ist das AST-Transgen der Rekombination zugänglich, was bereits
aus der Verpaarung mit cre-deleter Tieren hervorging und spätere Experimente mit
Cre–Adenoviren zeigten. Mit nicht-viralen Cre-Genvektoren, wie den hier eingesetzten Lipo-
somen oder polykationischen Reagenzien, konnte aber keine Rekombination in AST Tieren
erzielt werden. Da die verwendeten Plasmide (zumindest pHD2–TK.NLS.cre1 und
pHD2–TK.icre) in vitro die Rekombination vermitteln konnten, sind die Konstrukte per se als
Fehlerquelle auszuschließen. Zudem wurden Endotoxin-freie Plasmid-Präparationen ange-
fertigt, um eine Immunreaktion durch LPS–Kontamination auszuschließen. Es konnte zwar
Cre-mRNA in den Lebern von behandelten AST Tieren nach Liposomen-Applikation nach-
gewiesen werden, die Expressionsstärke war aber offenbar zu gering, um eine erfolgreiche
Rekombination und damit Tumorinduktion zu vermitteln. Die Expression von Reportergenen
nach intravenöser Injektion von DNA-Liposomen-Komplexe ist bereits beschrieben. In diesen
Veröffentlichungen ist die Expression der Reportergene in vivo überwiegend in der Lunge
nachweisbar. Andere Organe werden deutlich weniger effizient transfiziert. Dennoch kann
die Expression von Reportergenen auch in Herz, Leber, Milz oder Niere detektiert werden
(Zhu et al., 1993, Song et al., 1997, Li et al., 1997, Ledley et al., 1995). Die Gentransferrate
in Leberzellen liegt bei ca. 1-5% und kann durch die Inkorporation von Proteinen in die Lipid-
DNA-Komplexe erhöht werden. Der Einbau von Liganden, z.B. von Galaktosylresten, für den
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leberspezifischen Asialoglykoprotein-Rezeptor führt zu einer verbesserten Aufnahme in die
Hepatozyten oder einer verstärkten Expression (Nag und Gosh, 1999, Kawakami et al.,
2000). Auch eine partielle Hepatektomie (Crespo et al., 1996) oder die Applikation über die
Leberpfortader (Kaneda et al., 1989) kann zu einer verbesserten Expression beitragen.
Im Falle der DNA:PEI-Konjugate konnte bisher eine erfolgreiche Transfektion in vivo vor al-
lem bei lokalen Applikationen nachgewiesen werden, so z.B. die Expression von Reporter-
genen nach lokaler Applikation von DNA:PEI-Komplexen im Gehirn, der Lunge oder subku-
tanen Tumoren (Goula et al., 1998, Abdallah et al., 1996, Ferrari et al., 1997, Kircheis et al.,
1999). Die Effizienz des Gentransfers kann durch die Interaktion mit Fibrinogen, Albumin
oder Komplementfaktoren reduziert werden (Plank et al., 1996, Ogris et al., 1999). Ähnliche
Effekte sind auch für liposomale  Genvektoren nicht auszuschließen. Bei einer systemischen
Applikation werden hauptsächlich Zellen in der Lunge transfiziert, in geringerem Ausmaß
aber auch Zellen in Herz, Leber, Milz und Niere (Goula et al., 1998). Durch den Einbau von
Liganden für den Asialoglykoprotein-Rezeptor kann die Transfektionseffizienz in vivo verbes-
sert werden (Wu et al., 1989, Stankovics et al., 1994).
In der hier vorligenden Arbeit stand die prinzipielle Induzierbarkeit der Tumorbildung im Vor-
dergrund. Im Hinblick auf den zeitlichen Umfang der Induktionsexperimente und da die oben
genannten Methoden zur Steigerung der Transfektionseffizienz vergleichsweise komplex
sind, wurden solche Strategien in dieser Arbeit nicht weiterverfolgt.
Liposomen und polykationische Reagenzien als Cre-Vektoren konnten nicht erfolg-
reich für die Tumorinduktion in AST Tieren eingesetzt werden.
5.2.2. Tumor-Induktion mit Hilfe von Adenoviren als Cre-Genfähre
Virale Vektoren erlauben im Gegensatz zum Transfer von Plasmid-DNA eine effiziente
Transduktion von Zielzellen. In unserem Modell sind besonders Adenoviren als
Cre–Genvektoren geeignet, da sie bei systemischer Applikation einen natürlichen Tropismus
für die Leber zeigen. Dies liegt in der Gewebeverteilung des Rezeptors CAR (Cocksackie-
Adenovirus-Rezeptor) begründet, der in der Maus die höchste Expression in der Leber zeigt
(Tomko et al., 1997, Fechner et al., 1999). Wichtig war auch, dass Adenoviren neben sich
teilenden Zellen auch ruhende Zellen, zu denen Hepatozyten zählen, infizieren können. Re-
kombinante Adenoviren können bis zu 8 kb fremder DNA aufnehmen, was die gleichzeitige
Expression von Cre–Rekombinase und zusätzlicher Reportergene ermöglichte. Nachteilig ist
allerdings die Immunogenität viraler Vektoren. Nach Transduktion der Zielzelle verbleibt das
adenovirale Genom epichromosomal und kann bei folgenden Zellteilungen verloren gehen.
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Dies stellt im AST-Modell aber keinen Nachteil dar, da die Expression der Cre-Rekombinase
nicht mehr notwendig ist, sobald die Deletion der Stopp-Kassette erfolgt ist.
Zusammen mit Astrid Bechthold wurden für die hier durchgeführten Induktionsversuche ver-
schiedene rekombinante Cre-Adenoviren generiert, die Cre-Rekombinase entweder unter
Kontrolle des viralen CMV-Promotors oder des Albumin-Promotor/Enhancers exprimieren
und wahlweise ein zusätzliches GFP-Gen unter Kontrolle eines eigenen CMV-Promotors
kodieren (Bechthold, 2002). In anderen Modellen wurde bereits gezeigt, dass die systemi-
sche Applikation von Adenoviren erfolgreich für die Rekombination in Hepatozyten einge-
setzt werden kann und damit die Expression von HCV–Genen oder H-ras induziert wird oder
das Gen für αβ-Lipoprotein inaktiviert wird (Wakita et al., 1998, Lee et al., 1997, Chang et al.,
1999). Die lokale Applikation von Cre–Adenoviren kann zur Induktion von Kolonkarzinomen
eingesetzt werden (Shibata et al., 1997). Im Laufe der hier durchgeführten Arbeit wurden
Cre-Adenoviren auch in induzierbaren Modellen für Lungenkarzinome zur Induktion von K-
ras oder zur Inaktivierung von Trp53 und Rb verwendet (Meuwissen et al., 2001, Jackson et
al., 2001, Meuwissen et al., 2003,).
Cre-Adenoviren bieten den Vorteil, dass die Zahl der rekombinierten Zielzellen durch die
Variation der applizierten Dosis gesteuert werden kann. Dies konnte durch die Injektion von
GFP-Reporterviren und Analyse der Lebern von C3H Mäusen veranschaulicht werden. Hier
korrelierte die Zahl der transduzierten Hepatozyten mit der injizierten Dosis. Gleiches trifft für
die Rekombination in den Reportermäusen ROSA26R zu. Zielorgan der Viren ist hauptsäch-
lich die Leber. In anderen Organen wie der Lunge oder Niere sind in ROSA26R Tieren keine
rekombinierten Zellen zu beobachten. Lediglich in der Milz können dosisabhängig rekombi-
nierte Zellen detektiert werden. Dies ist umso erstaunlicher, da im Gegensatz zur Lunge oder
Niere, in der Milz die Expression des entsprechenden Rezeptors kaum bis gar nicht nachge-
wiesen werden kann (Tomko et al., 1997, Fechner et al., 1999). Rekombination in der Lunge
und Milz durch Ad–CMV.cre führte in AST Tieren allerdings nicht zur Expression von TAg,
was durch RT–PCR-Analysen belegt wurde und auf die Promotorspezifität des
AST–Transgens zurückzuführen ist. Dies kann auch durch die Injektion von Ad-alb.cre-Viren
umgangen werden.
Nachteilig bei der Verwendung von Adenoviren als Cre-Vektoren ist die assoziierte Immun-
antwort. Unabhängig von der viralen Genexpression kann eine Reaktion des angeborenen
Immunsystems z.B. durch Kapsid-Komponenten innerhalb der ersten 24 Stunden nach In-
jektion ausgelöst werden (Otake et al., 1998, Muruve at al., 1999, Guidotti et al., 2001,
Zhang et al., 2001). Außerdem kann eine humorale und zelluläre Immunantwort gegen ade-
novirale Komponenten selbst oder gegen das eingeschleuste Transgen induziert werden
(Yang et al., 1994, Yang et al. 1995). Damit ist eine Hepatitis assoziiert (Yang et al. 1995).
Eine Hepatitis war auch hier in den Cre-Adenovirus behandelten AST Tieren durch Aktivi-
tätsbestimmung der Alanin-Amino-Transferase (ALT) im Blut nachweisbar. Dieses leberspe-
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zifische Enzym wird bei einer Schädigung der Leber in die Blutbahn freigesetzt. 10 Tage
nach Injektion von Cre–Adenoviren war die ALT-Aktivität am höchsten und fiel danach wie-
der ab. Dieser Leberschaden könnte durch die TAg-Expression selbst hervorgerufen werden
oder auf einer Immunantwort gegen das Adenovirus, gegen Cre–Rekombinase oder das
induzierte TAg beruhen. Der Verlauf der Entzündung in AST Tieren deutete auf eine adapti-
ve Immunreaktion hin, da die höchsten Werte 10 Tage nach Injektion gemessen wurden.
Immundominante Adenovirus-Epitope für zytotoxische T Lymphozyten (ZTLs) sind in den E1
Proteinen identifiziert worden (Rawle et al., 1992. Sparer et al., 1997). In den hier verwen-
deten rekombinanten Viren sind aber die Regionen für E1 und E3 deletiert und eine gegen
E1 gerichtete Immunantwort in Cre-Adenovirus behandelten Tieren scheidet somit aus.
Die Injektion von Ad-CMV-cre führte in C3H Mäusen zu einer moderaten Hepatitis (ALT:
151 U/L bei 5x108 ifu), die durch fokale Infiltration mit mononukleären Zellen gekennzeichnet
war. In Virus-behandelten AST Tieren hingegen war dosisabhängig eine deutlich höhere
ALT-Aktivität messbar (549 U/L bei 5x108 ifu, 282 U/L bei 2.5x108 ifu, 154 U/L bei 1.25x108
ifu). Damit ist der Leberschaden auf die induzierte TAg–Expression zurückzuführen. Dieser
Leberschaden kann durch die TAg–Expression per se oder eine gegen TAg gerichtete Im-
munreaktion hervorgerufen werden. Für einen TAg–intrinsischen Effekt würde sprechen,
dass in immundefizienten Rag1–/– Tieren die ALT–Aktivität nicht deutlich geringer ist. Die
TAg-Expression ist neben der Induktion der Proliferation von Hepatozyten mit einer kompen-
satorischen Apoptose assoziiert (Schirmacher et al., 1991, Allemand et al., 1995), was zur
Freisetzung der ALT ins Blut beitragen könnte. Auch NK Zellen, die Zellen mit geringer oder
abwesender MHCI-Expression lysieren, könnten zum beobacheten Leberschaden beitragen.
In der Regel kommt es aber während einer Hepatitis zur Ausschüttung pro-inflammatorischer
Zytokine, die die MHCI-Expression auf Hepatozyten verstärken, was gegen einen
NK–vermittelten Schaden sprechen würde. Andererseits zeigen Tumorzellen beim Men-
schen oder bei der Maus oft eine verminderte MHCI-Expression (Momburg et al., 1989, Ye et
al., 1994). Ob die dysplastischen Hepatozyten in Virus-behandelten AST Tieren eine vermin-
derte MHCI-Expression zeigen, wurde aber bisher nicht untersucht. Um die Rolle von NK
Zellen beim hier beobachteten Leberschaden zu klären, könnten NK Zellen z.B. mit einem
spezifischen Antikörper depletiert werden.
Ein Beitrag einer adaptiven Immunreaktion in Virus-behandelten AST Tieren kann aber nicht
ausgeschlossen werden, auch wenn sie offenbar keinen Einfluss auf die Tumorentstehung
hat. Die mögliche Präsenz  TAg–reaktiver Zellen muss aber keinen Nachteil darstellen, da
auch in Tumorpatienten häufig tumorspezifische T-Zellen aktiviert werden. In anderen
TAg–transgenen Modellen führt die späte TAg–Expression ebenfalls zu einer Immunreaktion
gegen das Neoantigen. Diese kann gekennzeichnet sein durch die Produktion von Antikör-
pern, durch die Infiltration mononukleärer Zellen oder die Generierung TAg-spezifischer
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ZTLs, deren Präsenz in vitro nachgewiesen werden kann (Adams et al., 1987; Faas et al.,
1987; Geiger et al., 1993).
Letztendlich führte die Injektion von Cre-Adenoviren in AST Tiere in den hier durchgeführten
Versuchen zur Induktion der TAg-Expression und damit zum Wachstum von Lebertumoren
mit hoher Inzidenz. Das Ausmaß der Tumorbildung konnte durch die applizierte Virusdosis
gesteuert werden. AST Tiere, die mit einer hohen Virusdosis behandelt wurden, enwickelten
hepatozelluläre Karzinome innerhalb von drei Monaten. Tiere, die mit niedrigeren Virusdosen
behandelt wurden, zeigten ebenfalls Tumorbildung in der Leber. Nach drei Monaten konnten
fokale Adenome, fokale Karzinome oder HCC diagnostiziert werden. In einigen Tieren
konnten Tumoren erst nach fünf bis sechs Monaten festgestellt werden. Die späte Detektion
der Tumoren ist auf die niedrige injzierte Dosis zurückzuführen, die die Transformation nur in
wenigen Hepatozyten induziert.
Die Tumorbildung konnte in AST Tieren erfolgreich zur Induktion von hepatozellulären
Karzinomen eingesetzt werden. Das Ausmaß der Tumorbildung konnte durch die In-
jektion unterschiedlicher Dosen von Cre-Adenovirus kontrolliert werden. Auch mit der
niedigsten eingesetzten Dosis, bei der nur eine geringe Leberentzündung nachweis-
bar war, konnten Tumoren induziert werden. AST Tiere stellen somit ein geeignetes
Modell  für die sporadische Tumorenstehung im Menschen dar.
5.3. Immunologische Charakterisierung von AST Mäu-
sen mit Hilfe von T Zellrezeptor transgenen Tieren
Ziel tumorimmunologischer Studien ist es, durch eine geeignete Immunisierung bzw. Vakzi-
nierung eine Tumor-spezifische Immunität zu erzeugen, die einen Schutz gegen Tumoren
bietet oder die Tumorprogression inhibiert. In Studien zur Immunität gegen Transplantati-
onstumoren konnte bereits die Wirksamkeit von Vakzinierungen gezeigt werden. So sind z.B.
BALB/c Mäuse, die mit rekombinantem TAg Protein oder TAg-exprimierenden Plasmiden
immunisiert wurden, durch die Produktion von Antikörpern und die Aktivierung von ZTLs ge-
gen eine letale Dosis des Transplantationstumors mKSA geschützt (Bright et al., 1994, Bright
et al., 1998). Immunität gegen autochthone Tumoren zu erzeugen, ist allerdings deutlich
schwieriger.
So hat die Immunisierung mit TAg-Peptiden z.B. keinen Einfluss auf das Wachstum von
TAg–induzierten Tumoren des Plexus Choroidius, einer malignen Veränderung im Gehirn.
Nur der Transfer naiver Zellen mit nachfolgender Immunisierung führt zu einem deutlich ver-
zögerten Wachstum des Tumors (Schell et al., 1999). Ebenso führt die Bestrahlung der Ver-
suchstiere mit anschließendem Transfer naiver Milzzellen zur Aktivierung TAg-spezifischer
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Zellen durch das endogen exprimierte Antigen und einer verlangsamten Tumorprogression.
Eine vollständige Tumorabstoßung kann aber nicht erreicht werden (Schell et al., 1999). In
RIP1-TAg5 Tieren führt die etwa 10 Wochen nach der Geburt einsetzende TAg–Expression
in den β-Zellen des Pankreas zur Bildung von Insulinomen. Werden diese Tiere vor Einset-
zen der TAg-Expression mit TAg-Protein immunisiert, ist die Überlebenszeit der Tiere deut-
lich verlängert. Erfolgt die Immunisierung nach Einsetzen der TAg-Expression, so bietet dies
mit zunehmendem Alter einen immer geringeren Schutz gegen das Tumorwachstum (Garbi
et al., 2004).
Die Wahl von TAg als Onkogen hat neben der zuverlässigen Transformation der Zielzellen
auch den Vorteil, dass es gleichzeitig als T Zell-Antigen dienen kann. Es standen CD4 und
CD8 T Zellrezeptor (TZR)-transgene Mauslinien zur Verfügung, die TAg–Epitope spezifisch
erkennen (Förster et al., 1995, Geiger et al., 1992). Damit bietet sich die Möglichkeit, Tumor-
spezifische T Zellen in vivo während der Tumorentstehung verfolgen oder ihren Einfluss auf
die Tumorprogession untersuchen zu können.
In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe dieser TZR-transgenen Mäuse der Immunstatus
der unrekombinierten AST Tiere untersucht werden, da Studien unserer Arbeitsgruppe mit
transgenen Tieren, in denen die Expression eines Transgens induziert werden konnte, ge-
zeigt hatten, dass bereits geringe Mengen an Antigen zu T Zelltoleranz in vivo führen konn-
ten (Ferber et al., 1994). AST Mäuse wurden daher mit den entsprechenden
TZR–transgenen Linien TG-B (CD8) und TAgTCR1 (CD4)  verpaart, um unrekombinierte
ASTxTZR doppelt-transgene Tieren analysieren zu können.
5.3.1. Analyse von TG-B TZR-transgenen Tieren
In der TZR transgenen Linie TG-B können transgene T Zellen aufgrund ihrer Expression von
CD8 und Vβ8.1 identifiziert werden (Geiger et al., 1992). Bei der Analyse von
(ASTxTG–B) F1 und TG-B Tieren hinsichtlich der Frequenz transgener T Zellen konnte eine
geringe, aber nicht signifikante Reduktion von CD8+Vβ8.1/8.2+ Zellen in (ASTxTG–B) F1
Tieren festgestellt werden. Zusammen mit der Analyse der Gesamtzahl der Thymozyten ließ
sich daraus nicht auf eine Deletion TAg reaktiver TG-B Zellen in (ASTxTG–B) F1 Tieren
schließen. Die Expression von Oberflächenmarken wie CD25 oder CD62L wies keine Unter-
schiede auf, während in (ASTxTG–B) F1 Tieren eine höhere Frequenz von
CD122hochCD44hoch exprimierenden Zellen im Vergleich zu TG-B Tieren festgestellt wurde.
Zusammen mit der niedrigeren TZR Expression auf ASTxTG–B Zellen deutete dies auf eine
Aktivierung durch Antigen-Kontakt hin. In einer Studie von Huang et al. (1994) wurden TG-B
Zellen durch Injektion des spezifischen Peptids nach ihrer Aktivierung deletiert. Die verblei-
benden TG-B T Zellen zeigten ebenfalls eine verminderte Expression des TZR (Huang et al.,
1994). Auch die Expression von Kb im Gehirn führt in Kb–spezifischen Des.TZR Zellen zur
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Herunterregulierung der TZR Expression, was mit einer Toleranz gegenüber Kb–positiven
Hauttransplantaten verbunden ist (Schönrich et al., 1991). Das Ausmaß der verminderten
TZR-Expression auf Des.TZR Zellen ist in CRP.Kb Mäusen abhängig von der Antigendichte,
also der Expressionsstärke von Kb in der Leber (Ferber et al., 1994).
Die in dieser Arbeit beobachteten geringen Unterschiede im Phänotyp transgener CD8 Zel-
len in (ASTxTG–B) F1 Tieren wirkten sich nicht auf das Proliferationsverhalten in vitro aus.
Transgene T Zellen aus (ASTxTG–B) F1 Tieren konnten ebenso wie transgene T Zellen aus
TG–B Tieren in vitro durch ihr spezifisches Peptid zur Proliferation und IFNγ-Produktion an-
geregt werden. Dennoch konnte trotz der hohen Frequenz TAg-spezifischer T Zellen weder
in (ASTxTG–B) F1 noch in TG-B Tieren der Transplantationstumor AG104A-TAg abgesto-
ßen werden. TG-B Zellen repräsentieren allerdings nur eine Epitop-Spezifität gegenüber der
Vielzahl von Epitopen, die theoretisch durch den Transplantationstumor generiert werden
kann, und müssen daher nicht unweigerlich zur Abstoßung geeignet sein. TG-B zeigen in
vivo eine niedrige lytische Aktivität gegenüber Milzzellen, die mit dem spezifischen Peptid
beladen wurden, im Vergleich zu anderen TZR-transgenen CD8 T Zellen (N. Garcia, persön-
liche Kommunikation). Eine Aktivierung der transgenen T Zellen ist dennoch wahrscheinlich,
da (ASTxTG–B) F1.Rag1-/- wie TG–B.Rag1–/– Tiere ein verzögertes Tumorwachstum zeigen
und der Tumor in TG-B–transgenen Rag1+/+ Tieren langsamer wächst als in nicht TZR-
transgenen AST Tieren und. Zudem können TG-B Zellen zumindest in vitro durch AG104A-
TAg Zellen stimuliert werden (R. Ganss, persönliche Kommunikation). Dies zeigt, dass TG-B
Zellen ihr Antigen auf AG104A-TAg Zellen erkennen können. Zellen aus (ASTxTG–B) F1
und TG-B Tieren waren also in vitro reaktiv gegenüber ihrem spezifischen Peptid,
(ASTxTG–B) F1 und TG-B Tiere in vivo allerdings tolerant gegenüber dem Transplantati-
onstumor, auch wenn die Tiere vor der Tumorinjektion immunisiert wurden.
In anderen Modellen, in denen ebenfalls TG-B transgene Tiere verwendet werden, sind so-
wohl Toleranz als auch Immunität beschrieben. Wird TAg unter der Kontrolle des α-Kristallin-
Promotors exprimiert, so führt eine abberante TAg Expression im Thymus zur Deletion von
TG-B Zellen (Geiger et al., 1993). In (RIP1-TAg3xTG-B) F1 Tieren ruft die Expression von
TAg im Pankreas ab Tag 10 bis 12 nach der Geburt eine Infiltration der Langerhans’schen
Inseln hervor. TG-B Zellen aus (RIP1-TAg3xTG-B) F1 oder TG-B Tieren proliferieren glei-
chermaßen in vitro. Trotz der beobachteten Autoimmunität wachsen Insulinome aus (Geiger
et al., 1993). Der Transfer in vitro aktivierter TG-B Zellen in Tumor-tragende RIP1-TAg5 Tie-
re hat keinen Einfluss auf das Überleben dieser Tiere. Erst der Transfer in Tiere, die mit im-
mun-stimulatorischen CpG-Nukleotiden behandelt wurden, führte zu einer deutlich verlän-
gerten Überlebenszeit (Garbi et al., 2004).
Die alleinige Präsenz TAg-spezifischer Zellen ist ebenso wie in der hier vorliegenden Arbeit
also nicht ausreichend für eine vollständige Aktivierung der Effektorfunktionen transgener
TG-B Zellen. So könnte neben der Immunisierung von TG-B und (ASTxTG–B) F1 Tieren die
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Abstoßung von AG104A-TAg Zellen durch die verstärkte Expression ko-stimulatorischer
Moleküle oder die Sekretion immunstimulatorischer Zytokine wie IL-2 unterstützt werden. Die
Abstoßung eines Transplantationstumors durch tolerante Des.TZR Zellen in Keratin.Kb, Al-
bumin.Kb oder CRP.Kb Tieren konnte auch erst durch die Expression von IL–2 erreicht wer-
den (Limmer et. al., 1998).
5.3.2. Analyse von TagTCR1 TZR-transgenen Tieren
AST, (ASTxTAgTCR) F1 und TAgTCR1 transgene Mäuse wurden ebenfalls hinsichtlich der
Frequenz transgener CD4 T Zellen, der Expression von Oberflächenmarkern und der
TZR–Expression untersucht. TAgTCR1-transgene CD4 T Zellen können mit Hilfe des klono-
typischen Antikörpers 9H5.6 identifiziert werden. In (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren konnte eine
Reduktion in der Frequenz transgener 9H5.6-positiver Zellen im Vergleich zu TAgTCR1 Tie-
ren beobachtet werden, woraus man eine partielle Deletion nach Antigen-Kontakt ableiten
kann. Phänotypisch sind allerdings in der Expression von CD25, CD62L, CD122 und CD44
keine Unterschiede zwischen (ASTxTAgTCR1) F1 und TAgTCR1 Zellen festzustellen. Glei-
ches galt für die TZR–Expression. Zudem proliferieren Zellen aus (ASTxTAgTCR1) F1 Tie-
ren ebenso wie TAgTCR1 Zellen nach Peptid-Stimulation in vitro. In anderen
TAg–transgenen Modellen ist die Tolerisierung von TAg–spezifischen CD4 Zellen abhängig
von deren Frequenz. Ebenso wie hier ist in (RIP1TAg2xTAgTCR1) F1 Tieren eine partielle
Deletion von TAgTCR1 Zellen zu beobachten. In diesen Tieren beginnt die TAg-Expression
etwa 3 Wochen nach der Geburt, was zur Bildung von Insulinomen führt. Die verbleibenden
TAgTCR1 Zellen können in vitro allerdings nicht proliferieren. In (RIP1–TAg2xTAgTCR2) F1
Tieren hingegen, in denen die Frequenz transgener T Zellen bei ca. 80% aller CD4 Zellen
liegt, ist keine Deletion und eine Reaktivität in vitro zu beobachten (Förster et al., 1995). In
(RIP1-TAg2xTAgTCR1) F1.Rag-/- Tieren werden TAg–reaktive Zellen ebenfalls nicht deletiert
und proliferieren nach Stimulation in vitro. Hier ist auch kein Tumorwachstum mehr zu be-
obachten (Förster et al., 1996).
In den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten zur Abstoßung von Transplantationstu-
moren hingegen zeigten sich deutliche Unterschiede. Während in AST und
(ASTxTAgTCR1) F1 Tieren AG104A-TAg Zellen wachsen, wird dieser Transplantationstumor
in TAgTCR1 Tieren Antigen-spezifisch abgestoßen. Zellen aus (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren
sind also in vitro reaktiv, (ASTxTAgTCR1) F1 Tiere sind aber in vivo tolerant gegenüber
AG104A-TAg-Zellen. Der Mechanismus dieser Toleranz ist jedoch noch unbekannt.
Die TAgTCR1-vermittelte Abstoßung des AG104A-Tumors kann theoretisch durch folgende
Mechanismen erfolgen: direkte Zytotoxizität von TAgTCR1 Zellen, indirekte Zytotoxizität von
TAgTCR1 Zellen oder Hilfe durch TAgTCR1 Zellen für TAg-spezifische ZTLs oder B Zellen.
Eine von TAgTCR1 Zellen vermittelte Zytotoxizität ist möglich, da in
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(ASTxTAgTCR1) F1.Rag1-/- Tieren AG104A-Zellen verzögert zu Tumoren auswachsen und
in einigen Tieren ganz abgestoßen werden. Zu bedenken ist aber, dass
(ASTxTAgTCR1) F1.Rag1-/- Tiere eine höhere Frequenz transgener T Zellen aufweisen, da
TAgTCR1 Zellen hier ja die einzigen reifen T Zellen sind, die ausgebildet werden können.
Wie bereits oben beschrieben, kann die Frequenz TZR-transgener Zellen Ausschlag gebend
für das Ausmaß der Tolerisierung sein (Förster et al., 1995). Eine direkte Zytotoxizität von
TAgTCR1 Zellen ist unwahrscheinlich, da AG104A-TAg Zellen zumindest in vitro keine
MHCII-Moleküle exprimieren. Ob die MHCII-Expression in vivo induziert wird, wurde bisher
nicht untersucht. Es gibt Beispiele aus der Literatur, in denen CD4 Zellen ausreichend sind,
um einen MHCII-negativen Transplantationstumor abzustoßen. Die Fibrosarkomzellen
6132A-Pro exprimieren, sowohl in vitro als auch nach Injektion in vivo, keine
MHCII–Moleküle. Dennoch können 6132A-Pro spezifische CD4 Zellen nach Transfer in scid
Mäuse den Transplantationstumor vollständig abstoßen. Für die Abstoßung ist IFNγ notwen-
dig, wirkt aber nicht auf die Tumorzellen selbst (Mumberg et al., 1999). Auch die Abstoßung
von MCA-induzierten MHCII-negativen Transplantationstumoren ist abhängig von der Prä-
senz spezifischer CD4 Zellen und IFNγ vermittelt. IFNγ wirkt nicht direkt auf die Tumorzellen
selbst, was durch die Verwendung IFNγ-Rezeptor negativer Tumorzellen gezeigt wurde. Ziel
der IFNγ-Wirkung sind vielmehr nicht-hämatopoetische Zellen des Wirtes (Qin und Blanken-
stein, 2000). Neben der IFNγ-vermittelten Inhibition der Angiogenese wird eine Aktivierung
von Makrophagen und/oder NK Zellen durch IFNγ diskutiert.
In den hier beschriebenen Experimeneten wurde der Tumor in einigen TAgTCR1.Rag1-/- Tie-
ren im Gegensatz zu TAgTCR1.Rag1+/+ Tieren akzeptiert. Demzufolge sind nicht nur
TAgTCR1 Zellen an der Tumorabstoßung beteiligt. Beispiele aus der Literatur belegen, dass
CD4 T Zellen in ihrer Funktion als Helferzellen für die Aktivierung von ZTLs oder der Antikör-
per-Produktion notwendig für die Abstoßung von TAg-Transplantationstumoren sind. Die
Immunisierung von BALB/c Mäusen mit rekombinantem TAg-Protein induziert die Antikör-
perproduktion und bietet einen vollständigen Schutz gegen mKSA Tumoren. Werden jedoch
CD4 Zellen depletiert, so sind die Tiere trotz Immunisierung nicht mehr geschützt, es können
keine TAg-spezifischen Antikörper mehr nachgewiesen werden und die Tumoren wachsen
aus (Kennedy et al., 2003). Allerdings sind auch CD8 Zellen notwendig, um das Auswachsen
der mKSA-Tumore zu verhindern (Utermöhlen et al., 2001). In einem Modell für
TAg–induzierte Osteosarkome sind CD4 Zellen ebenfalls notwendig für die Generierung
TAg–spezifischer ZTLs nach Immunisierung. Die Abhängigkeit von der CD4 Hilfe ist aller-
dings für verschiedene TAg-Epitope unterschiedlich (Schell et al., 2001).
Die hier beobachtete Toleranz in (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren ist nicht robust, da in einem
ersten Versuch das Tumorwachstum durch vorherige Immunisierung deutlich eingeschränkt
werden konnte. Ungekärt ist aber, ob in diesen immunisierten Tieren das Tumorwachstum
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über einen längeren Zeitraum eingeschränkt oder ob eine vollständige Abstoßung erreicht
werden kann. Dies soll in weiteren Experimenten geklärt werden.
5.3.3. Ursache der Toleranz in (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren
Die Frage, ob die beobachtete partielle Deletion in (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren im Thymus
oder in der Peripherie ausgelöst wird, kann hier nicht eindeutig beantwortet werden, da die
Unterschiede in der Frequenz transgener T Zellen im Thymus gering waren (0.8% in
(ASTxTAgTCR1) F1 vs. 1.1% in TAgTCR1 Tieren). Dies kann durch die Analyse von Thy-
muschimären untersucht werden. Prinzipiell kann eine ektopische TAg–Expression im Thy-
mus durchaus Ursache der hier beobachteten partiellen Deletion sein. Die Expression gewe-
bespezifischer Gene im Thymus durch medulläre Epithelzellen (mTECs) ist bereits nachge-
wiesen (Smith et al., 1997, Derbinski et al., 2001). Dazu zählt auch Albumin, dessen regula-
torische Sequenzen ja hier im AST-Modell verwendet wurden. Im Menschen ist auch die
Expression von Tumor-assoziierten Antigenen wie MAGE, MART1 oder Tyrosinase in
mTECs nachgewiesen worden (Gotter et al., 2004), die zu einer Toleranz Tumor-spezifischer
T Zellen beitragen könnte. Die Expression von TAg unter Kontrolle des Ratten-Insulin-
Promotors im Thymus führt zur Toleranz in RIP3–TAg3 Tieren. Werden diese Tiere immuni-
siert, so zeigen sie eine beeinträchtigte Antikörper-Produktion, eine verminderte Proliferation
TAg–spezifischer Zellen sowie keine ZTL–Aktivität in vitro (Joliceur et al., 1994).
Parenchymale Zellen können ebenfalls Toleranz induzieren. Die Expression des Auto-
Antigens Kb in der Leber oder der Haut führt zur Toleranz Kb-spezifischer CD8 T Zellen
(Schönrich et al., 1991, Alferink et al., 1998). In (RIP1TAg2xTAgTCR1) F1 Tieren löst die
TAg–Expression im Pankreas eine partielle Deletion von TAgTCR1 Zellen aus (Förster et al.,
1995).
Ursache für die Toleranz in (ASTxTAgTCR1) F1 Tieren kann nur eine kryptische Expression
des Auto-Antigens TAg sein. Dies ist nur möglich, wenn die Stopp-Kassette im
AST–Konstrukt zum Teil ignoriert wird. Das Ausmaß der TAg-Expression muss allerdings
sehr gering sein, da TAg weder in RT-PCR-Analysen noch im Western-Blot nachgewiesen
werden konnte. Außerdem war keine Tumorbildung in unrekombinierten AST Tieren zu be-
obachten. Dennoch können geringste Mengen an Antigen ausreichen, um Toleranz zu indu-
zieren (Smith et al., 1997, Ferber et al., 1994).
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5.3.4. Schlussfolgerung
Trotz einer Reaktivität in vitro zeigten TAg-spezifische T Zellen in ASTxTZR Tieren Toleranz
gegenüber ihrem Antigen. Durch Immunisierung konnte diese Toleranz gegenüber dem
Transplantationstumor teilweise gebrochen werden. In weiteren Studien sollen die zugrunde
liegenden Mechanismen geklärt werden. Allerdings wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt,
dass die Anwesenheit aktivierter Antigen-spezifischer Zellen nicht ausreichend ist, um zu
einer Autoaggression gegenüber dem spezifischen Antigen in einem intakten Organ oder
einem Tumor zu führen (Limmer et al., 1998, Ganss et al., 1998). Eine zusätzliche „Konditio-
nierung“ z.B. durch eine Entzündungsreaktion durch Bestrahlung, Infektion oder immunsti-
mulatorische CpG-Oligonukleotide kann notwendig sein, um Autoaggression oder Tumorim-
munität auszulösen (Limmer et al., 1998, Ganss et al., 2002, Sacher et al., 2002, Garbi et al.,
2004).
Auch in Tumor-Patienten können Tumor-spezifische T Zellen im Blut oder in Tumor-
infiltrierten Lymphknoten identifiziert werden. Ebenso können Tumor-spezifische T Zellen
aus Tumoren isoliert werden. Obwohl diese T Zellen in vitro proliferieren oder Zielzellen An-
tigen-spezifisch lysieren können, bieten sie im Patienten keinen Schutz gegen den Tumor
(Pockaj et al., 1994, Romero et al., 1998, Lee et al., 1999, Berard et al., 2000). Strategien
zur Tumor-Immuntherapie, die in Transplantationsmodellen im Tier erfolgreich sind, führen
im Menschen oft nicht zum erhofften Erfolg (Greenberg, 1999, Bremers und Parmiani, 2000).
So zeigen z.B. Melanom-Patienten, die mit Tumor-spezifischen Antigenen vakziniert wurden,
nur teilweise eine Remission des Tumors (Banchereau et al., 2001, Godelaine et al., 2003,
Zhang et al., 2003, Karanikas et al., 2003). Hier konzentriert man sich aber alleine auf die
Aktivierung Tumor-spezifischer T Zellen.
Es wird daher interessant sein, die Wirkung der durch Immunisierung aktivierten
TAg–spezifischen T Zellen auf das Wachstum der induzierten Lebertumoren in AST Tieren
zu verfolgen und die Notwendigkeit bzw. den Erfolg zusätzlicher Konditionierungsschritte zu
überprüfen.
Eine nicht nachweisbare TAg-Expression in AST Tieren führt trotz Reaktivität in vitro
zur Toleranz TAg-reaktiver T Zellen in vivo. Diese Situation spiegelt sich in Tumor-
Patienten wider, da auch hier Tumor-spezifische T Zellen in vitro Reaktivität zeigen, in
vivo der Tumor aber nicht abgestoßen wird. Die AST Maus stellt daher ein geeignetes
Modell dar, um die Mechanismen der Toleranzinduktion durch Tumorantigene zu un-
tersuchen und Strategien zu entwickeln, diese Toleranz zugunsten einer Tumorimmu-
nität zu brechen.
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ABKÜRZUNGEN
Alb Albumin
ALT Alanin-Aminotransferase
APC Allophycozyanin
APZ Antigen-präsentierende Zelle
AST Albumin-floxstop-T-Antigen
ATI Albumin-TAg-invers
bio Biotin
BZR B Zellrezeptor
CD cluster of differentiation
cDNA komplementäre DNA (complementary DNA)
Cre Cre-Rekombinase
CRP C-reaktives Protein
Des.TZR Désiré-T-Zell-Rezeptor (erkennt MHC Klasse I Molekül Kb)
DNA Desoxyribonukleinsäure
FACScan/Calibur Fluoreszenz-aktivierter Zell-Scanner
FITC Fluoreszein-Isothiozyanat
Glc Glukose
Gln L-Glutamin
Glx-I Glutamax-I
HE Hämatoxylin-Eosin
HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
HLA Humanes Leukozytenantigen
ICAM interzelluläres Adhäsionsmolekül
IFN Interferon
IL Interleukin
i.v. intravenös
Ker Keratin
l Liter
LCMV Lymphozyto-Choriomeningitis Virus
loxP locus of crossing over of P1 bacteriophage
LPS Lipopolysaccharid
LSEC Leber-sinusoidale Endothelzellen
MES 2-[N-morpholino]ethansulfonsäure
mg Milligramm
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex
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Min Minute
ml Milliliter
mM millimolar
MOI multiplicity of infection (Virus/Zelle)
β-MSH beta-Mercaptoethanol
mRNA Boten-RNA (messenger RNA)
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
µM mikromolar
NEM N-Ethylmaleimid
NK-Zelle Natürliche Killerzelle
OD optische Dichte
ODN Oligodeoxynukleotide
PAS periodic schiff acid
PBL periphere Blutlymphozyten
PBS phosphatgepufferte Saline
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PE Phycoerythrin
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin
p.i. post infectionem
RNA Ribonukleinsäure
rpm Rotationen pro Minute
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR
SA Streptavidin
Std Stunde
TAg Tumor-Antigen von SV40
Th T Helferzelle
TNF Tumornekrosefaktor
TZR T Zellzezeptor
U/l Units pro Liter
VCAM vaskuläres Adhäsionsmolekül
ZTL          zytotoxischer T-Lymphozyt
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